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1.1 Chronisch obstruktive Lungenerkrankung 
 
Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist eine weit verbreitete, häufig vermeid- 
bare Erkrankung, die mit Einschränkungen des pulmonalen Gasaustausches und persistieren- 
den respiratorischen Beschwerden einhergeht. Die Minderung des Luftflusses entwickelt sich 
auf Grundlage einer chronischen Entzündung der kleinen Atemwege sowie durch fortschrei- 
tende Destruktion des Lungenparenchyms mit Überblähung (Emphysem). Der Begriff Emphy- 
sem ist anatomisch-pathologischer Herkunft und wird des Öfteren auch im klinischen Kontext 
zur Quantifizierung der lungenfunktionell messbaren Überblähung verwendet. Das Emphy- 
sem ist charakterisiert durch die Zerstörung der Alveolarwände und einer damit einhergehen- 
den Reduktion der pulmonalen Gasaustauschfläche. Im Verlauf kommt es zur irreversiblen 
Erweiterung distal der terminalen Bronchiolen. Zentrales, lungenfunktionelles Merkmal der 
COPD ist die progrediente Obstruktion der Atemwege, die durch Medikamente nur teilweise 
bzw. nicht reversibel ist. [1, 2] 
Die Abgrenzung zu anderen obstruktiven Ventilationsstörungen spielt im klinischen Alltag eine 
entscheidende Rolle. Hier ist neben selteneren Erkrankungen wie der Mukoviszidose und der 
Sarkoidose in erster Linie das Asthma bronchiale zu nennen, welches aus ätiologischer, thera- 
peutischer und prognostischer Sicht von der COPD zu unterscheiden ist. [3] 
Die COPD wird in ihrem Schweregrad maßgeblich durch extrapulmonale Begleiterkrankungen 
beeinflusst. Hierzu zählen unter anderem Skelettmuskeldysfunktionen und Muskelabbau, Ge- 






Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung ist weltweit eine der führenden Ursachen für 
Morbidität und Mortalität [5, 6]. Sie stellt eine maßgebliche soziale und ökonomische Belas- 
tung dar, deren Tendenz steigt [7]. 
Im Rahmen der Global Burden of Obstructive Lung Disease (BOLD) - Studie wurde der bisher 
umfangreichste Versuch unternommen, die Prävalenz der Erkrankung ab dem 40. Lebensjahr 
zu erfassen. Die Standards orientieren sich an der Global Initiative for Chronic Obstructive 
Lung Disease (GOLD) - Leitlinie und sehen spirometrische Untersuchungen vor und nach Gabe 
eines Bronchodilatators vor [8]. Die hierbei bisher ermittelten Prävalenzen deuten im Ver- 
gleich zu bereits veröffentlichten Daten darauf hin, dass mehr Menschen von einer Lungen- 
funktionseinschränkung betroffen sind als bisher angenommen. Demnach würde die Prä- 
valenz der COPD (≥ spirometrischer Grad 2) unter Männern bei 11,8 % und unter Frauen bei 
8,5 % liegen [9]. Unter den Nierauchern sei der Anteil der Betroffenen bei einem beträchtli- 
chen Prozentsatz von 3-11 % [9]. 
Laut der aktuellen Ausgabe des Weißbuches Lunge von 2014 geht man davon aus, dass etwa 
10-12 % der deutschen Bevölkerung im Alter von über 40 Jahren an der COPD leiden [10]. 
 
1.1.2 Ätiologie und Pathogenese 
 
Die Genese der COPD wird auf eine Interaktion zwischen genetischer Veranlagung und Um- 
welteinflüssen zurückgeführt [11]. In mehr als 90 % der Fälle sieht man die Ursache für die 
Krankheitsentwicklung in der Exposition der Betroffenen mit inhalativen Noxen [12]. In den 
westlichen Industrienationen ist das Hauptrisiko hierfür das aktive Rauchen, gefolgt von der 
Passivrauch-Exposition und beruflichen Schadstoffbelastung [13, 14]. Während die Raucher- 
zahlen in Ländern wie Deutschland, Großbritannien und der USA sinken, zeigt sich in Nied- 
rigeinkommensländern ein Aufwärtstrend, vor allem unter Frauen und Jugendlichen [15]. Be- 
rufsbedingter Kontakt mit organischen und anorganischen Stäuben, Abgasen und Chemikalien 
gilt als unterschätzter Risikofaktor [16, 17]. 
Zu den Hauptursachen für die Entstehung einer COPD in Entwicklungsländern zählt die häus- 
liche Schadstoffbelastung, wie sie zum Beispiel durch das Kochen am offenen Feuer entsteht 
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[18, 19]. Weltweit gewinnen beinahe 3 Milliarden Menschen Energie zum Heizen und Kochen 
über die Verbrennung von Holz und Kohle [20]. 
Einen Hinweis auf den Einfluss genetischer Prädisposition geben Studien, deren Ergebnissen 
zufolge weniger als 50 % der Raucher in ihrem Leben an COPD erkranken [21] und auch Nierau- 
cher in seltenen Fällen eine COPD bekommen können [9]. In jüngster Zeit hat sich die An- 
nahme über das Geschlechterverhältnis der Erkrankung in Industrieländern verändert. Män- 
ner weisen demnach keine weitaus höhere, sondern beide Geschlechter eine annähernd glei- 
che Prävalenz der COPD auf [22, 23]. Es bleibt kontrovers, ob das Erkrankungsrisiko unter 
Frauen bei vergleichbarem Tabakkonsum womöglich sogar größer ist [24, 25]. Auch das stei- 
gende Alter stellt einen eigenständigen Risikofaktor dar [13, 23]. 
Der bekannteste genetische Risikofaktor ist der hereditäre Mangel des Alpha-1-Antitrypsins, 
eines Proteaseinhibitors. Vor allem die unzureichende Hemmung der Neutrophilenelastase 
führt zur Proteolyse des Lungengerüsts [26]. Auch wenn es hier ohne aktives Rauchen zur Ent- 
wicklung eines Emphysems kommt, wird der Lungenfunktionsverlust und die Schwere des 
Krankheitsbildes durch das gleichzeitige Rauchen rapide beschleunigt [27]. 
 
Die andauernde Exposition gegenüber Zigarettenrauch oder anderen Luftschadstoffen verur- 
sacht eine unphysiologische, bronchopulmonale Entzündungsreaktion [28]. Der zugrundelie- 
gende Pathomechanismus ist sowohl bei Rauchern als auch bei Nichtrauchern bis dato nicht 
vollständig verstanden. Bereits Minuten oder Stunden der Exposition führen zu inflammatori- 
schen Prozessen in der Lunge [29]. Diese sind für gewöhnlich physiologisch und vorüberge- 
hend, führen jedoch im Zuge der chronischen Entzündung bei andauernder Exposition zu pa- 
thologischen Veränderungen [30]. Derartige Veränderungen betreffen die Atemwege, das 
Lungenparenchym sowie die pulmonalen Gefäße [31] und gehen mit einem Anstieg inflam- 
matorischer Zellen einher. Zu ihnen zählen Alveolarmakrophagen, neutrophile Granulozyten, 
T-Lymphozyten und innate lymphoide Zellen [32]. Sie sezernieren multiple proinflammatori- 
sche Mediatoren wie Zytokine, Wachstumsfaktoren und Chemokine [32]. Das zytotoxische Po- 
tenzial CD8-positiver T-Lymphozyten assoziiert bzw. steigt mit dem Schweregrad der Erkran- 
kung [33]. Es ist bekannt, dass oxidativer Stress und ein Überschuss an Proteinasen die Ent- 
zündungsreaktion begünstigen [32, 34, 35]. Induziert durch Wachstumsfaktoren [36, 37], Ent- 
zündungsprozesse und den fortlaufenden Wechsel aus Gewebeschädigung und -reparatur 
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kommt es zur Entwicklung eines Emphysems und zum fibrotischen Umbau der kleinen Atem- 
wege [2, 38]. Resultate dieser pathologischen Veränderungen sind der Verlust bzw. die Ver- 
engung der peripheren Luftwege [39], die progressive Störung der Ventilation, die Lungen- 
überblähung und der eingeschränkte pulmonale Gasaustausch. Weiterhin werden eine glan- 
duläre Hypertrophie mit vermehrter Mukusproduktion, eine unspezifische Hyperreagibilität 
des Bronchialbaums und die Dysfunktion der mukoziliären Clearance als typische Charakteris- 
tika beschrieben [40]. 
 
In diversen Studien wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine chronische systemische Ent- 
zündung womöglich das Bindeglied zwischen der COPD und seinen Komorbiditäten darstellt 
[41, 42]. Demnach könnten Mediatoren, die in der Lunge von Erkrankten nachgewiesen wur- 
den, ebenfalls im Blutkreiskauf in erhöhter Konzentration vorhanden sein und Erkrankungen 
auslösen bzw. verschlechtern, die ihrerseits mit einer systemischen Entzündung assoziiert sind 
[32]. Hierzu zählt man unter anderem die ischämische Herzerkrankung, die arterielle Hyper- 
tonie, den Diabetes mellitus und die Osteoporose [32, 43]. 
 
 
1.1.3 Symptomatik und Klinik 
 
 
Der COPD geht in der Mehrheit der Fälle eine nicht obstruktive Bronchitis voraus. Der frühzei- 
tig auftretende Husten wird von Patienten häufig als Raucherhusten verharmlost und für eine 
unvermeidbare, aber banale Folge des Tabakkonsums gehalten. Nachdem er zu Beginn unre- 
gelmäßig auftritt, entwickelt er sich im Laufe der Zeit zu einer andauernden Belastung für die 
Betroffenen. Etwa 30 % der Patienten haben produktiven Husten [2]. Untersuchungen haben 
ergeben, dass die Belastungsdyspnoe - das Kardinalsymptom der COPD - ebenfalls schon in 
früheren Stadien der Erkrankung auftreten kann [44]. Nachdem sich die Dyspnoe zunächst nur 
bei körperlicher Betätigung zeigt, können Betroffene in fortgeschrittenen Stadien der Erkran- 
kung bereits in Ruhe kurzatmig sein. Hier spielen auch Kraftlosigkeit und Anorexie eine prog- 
nostisch wegweisende Rolle [45, 46]. Weitere Charakteristika sind das Engegefühl in der Brust 
und Geräusche bei der Ausatmung (Giemen). Viele Patienten berichten über die Variabilität 
der Symptome im Tagesverlauf und geben an, dass die Beschwerden in den Morgenstunden 
am stärksten seien [47–49]. 
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Im natürlichen Verlauf der Erkrankung kann es wiederholt zu Exazerbationen kommen. Diese 
werden als akute, behandlungsbedürftige Verschlechterung der respiratorischen Symptoma- 
tik definiert [50, 51]. Sie zeichnen sich in erster Linie durch eine Zunahme der Dyspnoe aus 
und gehen regelhaft mit einem Lungenfunktionsverlust einher. Hauptursächlich für Exazerba- 
tionen sind virale Infektionen. Aber auch bakterielle Infektionen, Luftverschmutzung oder 





Die deutsche S2k-Leitlinie zur COPD empfiehlt die gezielte Untersuchung von Patienten, die 
typische Symptome wie Dyspnoe, chronischen Husten sowie vermehrte Sputumproduktion 
aufweisen und gegenüber Risikofaktoren der COPD exponiert waren. Laut der GOLD-Leitlinie 
bestätigt ein Tiffeneau-Index – das Verhältnis der beiden spirometrischen Parameter Einse- 
kundenkapazität (FEV1) und forcierte Vitalkapazität (FVC) – von kleiner als 0,70 nach Inhala- 
tion eines kurzwirksamen Bronchodilatators das Vorhandensein einer COPD. In der deutschen 
Leitlinie zur Spirometrie hingegen spricht man sich für die Verwendung der unteren Norm- 
grenze (lower limit of normal, LLN) des Tiffeneau-Index als Obstruktions-Kriterium aus. Diese 
wurde als das 5. Perzentil des Tiffeneau-Index definiert. Folglich weisen 5 % der gesunden 
Bevölkerung einen Messwert unterhalb des LLN und somit einen pathologischen Tiffeneau- 
Index auf. Die Autoren der deutschen Spirometrie-Leitlinie argumentieren, dass das LLN Men- 
schen mit einer Obstruktion besser identifizieren kann. Beispielsweise ist der Tiffeneau-Index 
altersabhängig, das LLN kann bei einem 90-jährigen Patienten bei 0,60 liegen [3]. Der GOLD- 
Initiative zufolge gibt es keine Langzeitstudien, die die Nutzung des LLN bestätigen können. 
Das Risiko einer Fehldiagnose und Überbehandlung einzelner Patienten sei begrenzt, da die 
Diagnose in Kontext mit der oben erwähnten Symptomatik und der Exposition zu Schadstoffen 
gestellt wird. Weiterhin argumentiert GOLD, dass ein fester Prozentwert die im klinischen All- 
tag notwendigen Attribute wie Einfachheit und Beständigkeit gewährleisten könnte. Die neue 
deutsche COPD-Leitlinie entschied sich, beide Möglichkeiten (FEV1/FVC < 0,7 oder FEV1/FVC 
< LLN) als Obstruktions-Kriterium für die Diagnose der COPD zu erlauben. [2, 3] 
 
Sowohl die Verfasser der deutschen COPD-Leitlinie als auch die GOLD-Initiative sehen die Ziele 
des COPD-Assessments in der Klassifizierung der Ventilationsstörung und ihres Einflusses auf 
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den Gesundheitszustand des Patienten. Darüber hinaus soll auch die Risikoeinschätzung zu- 
künftiger Ereignisse wie Exazerbationen und Krankenhauseinweisungen bei der Therapieein- 
stellung berücksichtigt werden. Um diesen Anforderungen an ein Assessment gerecht zu wer- 
den, wurde sowohl eine spirometrische als auch eine klinische Einteilung entwickelt. [2, 3] 
 
Die spirometrische Schweregradeinteilung erfolgt, wie in Tabelle 1-1 dargestellt, anhand post- 
bronchodilatatorischer FEV1-Werte. 
 
Tab. 1-1: Schweregrad der Obstruktion bei COPD nach GOLD 
modifiziert nach [2] 
 
Schweregrad FEV1 (% vom Soll), postbronchodilatatorisch 
GOLD 1 ≥ 80 
GOLD 2 50 – 79 
GOLD 3 30 – 49 
GOLD 4 < 30 
 
 
Studien zeigten, dass sich signifikante Ventilationsstörungen ohne das Vorhandensein von 
Symptomen entwickeln [53] und chronisch respiratorische Beschwerden auch ohne spirome- 
trische Veränderungen auftreten können [54, 55]. Zur Einschätzung der symptombezogenen 
Belastung der Patienten werden derzeit überwiegend zwei standardisierte Tests eingesetzt. 
Der Modified Medical Research Council (mMRC) - Fragebogen graduiert die Schwere der Dys- 
pnoe des Patienten [56] und korreliert diese mit dem künftigen Sterblichkeitsrisiko [57, 58]. 
Für ein umfangreicheres Assessment des Gesundheitszustandes, das über die alleinige Beur- 
teilung der Atemnot hinausgeht, wurde der COPD Assessment Test (CAT) entwickelt. Bei die- 
sem beurteilen Patienten die Stärke von acht Symptomen mit jeweils maximal fünf Punkten, 
sodass ein Höchstwert von 40 Punkten erreicht werden kann [59]. Die acht bewerteten Items 
sind Husten, Schleim, Engegefühl in der Brust, Belastungsdyspnoe, Einschränkung der Alltags- 
aktivität, Bedenken beim Verlassen des Hauses, Schlaf und Energie [60]. 
Um die Diagnostik zu vervollständigen, legt man eine Evaluation des Exazerbationsrisikos 
nahe. Die Spirometrie bleibt essentiell für die Diagnosestellung, findet allerdings keinen Ein- 
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gang in die ABCD-Klassifikation nach GOLD, einer rein klinischen Einteilung. Die Patientengrup- 
pen werden ausschließlich aus den Ergebnissen der Symptomfragebögen und der Exazerbati- 




Abb. 1-1: ABCD-Klassifikation der COPD 






Das Hauptziel der Therapie der COPD ist die Reduktion der Symptome und des Risikos 
künftiger Exazerbationen. Obwohl Diagnose und Schweregrade der COPD vorwiegend auf 
Ergebnissen spirometrischer Untersuchungen basieren, suchen Patienten medizinische Hilfe 
in der Praxis meist infolge des symptombedingt eingeschränkten Funktionsstatus auf. Daher 
orientieren sich die Empfehlungen zur Pharmakotherapie an der klinisch-basierten ABCD- 
Klassifikation (s. Kapitel 1.1.4) [2, 3]. Langwirksame, inhalative Bronchodilatatoren (Beta-2- 
Sympathomimetika, Anticholinergika) stellen in der Dauertherapie die Basismedikamente zur 
Reduktion und Prävention von Symptomen dar. Eine zusätzliche Therapie mit inhalativen Glu- 
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kokortikoiden (ICS) soll erwogen werden, wenn trotz adäquater Behandlung mit langwirksa- 
men Bronchodilatatoren Exazerbationen auftreten. Eine Bluteosinophilenvermehrung unter- 
stützt diese Entscheidung. Im Falle weiterhin persistierender Symptome einer chronischen 
Bronchitis und schwerer Atemflusslimitierung können Krankenhausaufenthalte aufgrund von 





Abb. 1-2: Stufentherapie bei COPD 




Ziel der pharmakologischen Therapie ist die Minderung der Symptome, die Reduktion von 
Häufigkeit und Schwere der Exazerbationen sowie die Verbesserung der Belastungstoleranz 
und des Gesundheitszustandes. Der Behandlungsplan beschränkt sich nicht nur auf die Phar- 
makotherapie, sondern sollte durch entsprechende nichtmedikamentöse Behandlungsan- 
sätze ergänzt werden. Allen voran steht die Tabakentwöhnung. Sie hat das größte Potenzial, 
den natürlichen Verlauf der Erkrankung zu beeinflussen. Weitere Präventivmaßnahmen sind 
die Influenza- und Pneumokokkenschutzimpfung [3]. Erstere führte im Vergleich zur Place- 
bogruppe zu einer signifikanten Reduktion der Exazerbationsrate [61]. Die Vermittlung von 
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Informationen über die COPD und das Therapiekonzept sowie die Beratung zur gesunden Le- 
bensführung bezüglich Ernährung und körperlicher Betätigung werden in den Leitlinien 
ebenso empfohlen wie Schulungen zum Selbstmanagement der Erkrankung und Rehabilitati- 
onsmaßnahmen. Hier werden unter anderem die korrekte Inhalationstechnik demonstriert, 
das adäquate Verhalten im Falle einer Exazerbation besprochen und den Patienten Strategien 
aufgezeigt, die Luftnot zu reduzieren. [2] 
 
1.2 Myeloide dendritische Zellen 
 
Im Rahmen der COPD infiltrieren Immun- und Entzündungszellen wie Makrophagen, Neutro- 
phile, T-Lymphozyten und dendritische Zellen die Atemwege. Während die Rolle der Makro- 
phagen, Neutrophilen und T-Lymphozyten gut charakterisiert werden konnte, ist der Beitrag 
dendritischer Zellen zur Pathogenese der COPD wenig verstanden. [62] 
 
Dendritische Zellen stellen eine heterogene Gruppe antigenpräsentierender Zellen dar, die 
sowohl im Stande sind, immunologische Abwehrreaktionen gegen Pathogene einzuleiten als 
auch die Immuntoleranz gegenüber Autoantigenen zu fördern. Trotz der Fähigkeit zur Anti- 
genaufnahme, -prozessierung und -präsentation an T-Lymphozyten, die allen dendritischen 
Zellen gemein ist, unterscheiden sie sich hinsichtlich Lokalisierung, Migrationsmustern, Ober- 
flächenmarkern und Zytokinproduktion. Aufgrund ihres Potenzials zur T-Zell-Aktivierung, die 
ihrerseits in der Initiierung einer adaptiven Immunantwort resultiert, agieren dendritische Zel- 
len als wesentliches Bindeglied zwischen dem angeborenen und erworbenen Immunsystem. 
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1.2.1 Entdeckung der dendritischen Zelle 
 
Im Jahre 1868 wurde der Zelltyp erstmals vom deutschen Pathologen Paul Langerhans be- 
schrieben. Obwohl ihm auffiel, dass die untersuchten epidermalen Zellen keinen Kontakt zu- 
einander hatten, ordnete er sie in seiner Publikation aufgrund ihrer dendritischen Morpholo- 
gie den Nervenzellen zu [63]. Die Bezeichnung „Dendritische Zelle“ wurde 1973 von Ralph M. 
Steinman und Zanvil A. Cohn etabliert [64]. Sie entdeckten die phagozytierenden Zellen in der 
Milz von Mäusen, erkannten jedoch, dass sie sich deutlich von Makrophagen unterschieden. 
Für seine herausragenden Erkenntnisse über diesen Zelltyp und dessen Funktion im Immun- 
system wurde der kanadische Forscher Ralph M. Steinman 2011 posthum mit dem Nobelpreis 




Wie für Leukozyten üblich, entstehen dendritische Zellen (DC) aus den blutbildenden Stamm- 
zellen des Knochenmarks. Während der Hämatopoese entwickeln sich die Stammzellen zu 
myeloiden (common myeloid progenitors - CMP) und lymphoiden Vorläuferzellen (common 
lymphoid progenitors - CLP). Aus ersteren gehen Monozyten, Makrophagen, Megakaryozyten, 
Granulozyten und Erythrozyten hervor, aus letzteren T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und na- 
türliche Killerzellen. [65, 66] 
Lange Zeit ging man davon aus, dass dendritische Zellen ausschließlich myeloiden Ursprungs 
seien. Es konnte gezeigt werden, dass diese Annahme auf die Mehrheit der DC zutrifft [67]. 






Abb. 1-3: Hämatopoese 





Weit verbreitet ist die Gliederung der dendritischen Zellen in konventionelle und unkonventi- 
onelle DC. 
Konventionelle DC (cDC) entstammen den sogenannten pre-DC und CDP (common DC proge- 
nitor) [70]. Sie erfahren eine weitergehende Unterteilung hinsichtlich ihrer Lokalisation. Sie 
treten im Blutkreislauf, in lymphatischen Geweben wie dem Thymus, der Milz und den Lymph- 
knoten (residente DC) und in nicht lymphatischen Geweben (migratorische DC) auf. Letztere 
finden sich in großer Zahl in Organen mit Kontakt zur Umwelt, wie zum Beispiel der Haut, der 
Lunge und dem Gastrointestinaltrakt, aber auch in der Leber und Niere. Charakteristisch ist 
die auf Antigenkontakt folgende Wanderung der migratorischen DC von den peripheren Ge- 
weben über das Lymphsystem zu den Lymphknoten und die dortige Präsentation der Patho- 
gene. Residente DC hingegen sammeln und präsentieren ihre Antigene ausschließlich in den 
lymphatischen Geweben. Die Internationale Union immunologischer Gesellschaften (IUIS) 
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charakterisiert die im Blut befindlichen dendritischen Zellen über die Expression von MHCII- 
Molekülen und das Fehlen von Markern anderer Zellreihen wie CD3 auf T-Lymphozyten, CD14 
auf Monozyten und Makrophagen, CD19/20 auf B-Lymphozyten und CD56 auf natürlichen Kil- 
lerzellen [71]. Darüber hinaus empfiehlt sie die Gliederung zirkulierender Zellen in drei Subty- 
pen: myeloide CD1c+/BDCA-1+ DC (mDC), myeloide CD141+/BDCA-3+ DC (mDC) und plasmazy- 
toide CD303+/BDCA-2+ DC (pDC) [71]. mDC exprimieren im Gegensatz zu pDC typisch myeloide 
Oberflächenantigene wie CD11c, CD13, CD33 und CD11b [72]. 
Plasmazytoide, dendritische Zellen (pDC) bilden gemeinsam mit den von Monozyten-abgelei- 
teten dendritischen Zellen (moDC) die Gruppe der unkonventionellen DC. Obwohl sowohl pDC 
und als auch konventionelle, dendritische Zellen aus der gemeinsamen Vorläuferzelle CDP 
hervorgehen [70], unterscheiden sich erstere durch ihr enormes Potenzial zur Produktion von 
IFN-alpha im Rahmen viraler Infektionen [73]. Interferone forcieren die Rekrutierung aktivier- 
ter Makrophagen [74], induzieren die Proliferation von T-Zellen und steigern ihre Lebensdauer 
[75]. CD303/BDCA-2 ist ein C-Typ-Lektin-Rezeptor, der Erreger für eine spätere T-Zell-Aktivie- 
rung internalisiert und bei Antikörperbindung die Interferonproduktion inhibiert [76]. Im Ver- 
gleich zu cDC exprimieren pDC eine minimale Zahl costimulatorischer Moleküle und MHC-Mo- 
leküle, und zeigen nur eine geringe Kapazität für die Antigenpräsentation [77–79]. Diese kann 
jedoch kontinuierlich aufrechterhalten werden, da die Synthese der MHC-Moleküle - anders 
als bei den cDC üblich - auch nach Aktivierung der dendritischen Zelle nicht heruntergefahren 
wird [80]. 
Der ursprünglichen Vorstellung zufolge, werden Monozyten im Rahmen inflammatorischer 
Reaktionen zum entzündlichen Fokus rekrutiert und entwickeln sich dort zu spezialisierten 
Makrophagen [81]. Dieses Konzept wurde durch in vivo Untersuchungen ergänzt, die die Dif- 
ferenzierung von Ly6Chi Monozyten zu dendritischen Zellen (moDC) demonstrieren konnten 
[82]. Anfangs ausschließlich während entzündlicher Prozesse beobachtet, konnte die Um- 
wandlung zu moDC bei DC-Subpopulationen der intestinalen und respiratorischen Schleim- 
haut ebenfalls unter sogenannten „steady state“ Bedingungen nachgewiesen werden [83, 84]. 
Von Monozyten abgeleitete dendritische Zellen sind phänotypisch nur schwer von konventio- 
nellen dendritischen Zellen zu unterscheiden, da sie mit Oberflächenmarkern wie MHCII, 
CD11b und CD11c ein ähnliches Expressionsmuster aufweisen. Ein Indikator ihres monozytä- 
ren Ursprungs ist das Vorhandensein des Fcγ-Rezeptors 1 (CD 64) [85]. 
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1.2.4 Antigenerkennung und -prozessierung 
 
Dendritische Zellen untersuchen ihre Umgebung mittels sogenannter Mustererkennungsre- 
zeptoren (pattern recognition receptors, PRR) kontinuierlich auf Pathogene bzw. deren mole- 
kulare Muster (pathogen associated molecular patterns, PAMP). Die Erkennung eindringender 
Mikroorganismen durch toll-like Rezeptoren (toll-like receptors, TLR), einer Untergruppe der 
PRR, initiiert die Reifung der dendritischen Zelle [86]. Diese führt sowohl zu funktionellen und 
morphologischen als auch phänotypischen Veränderungen. Letztere sind charakterisiert 
durch die Hochregulation von MHC-Molekülen und costimulatorischen Molekülen (ICAM-1, 
CD 40, CD 80, CD 83, CD 86), die gesteigerte Produktion proinflammatorischer Zytokine (IL-12, 
TNF-alpha) und die vermehrte Expression von Chemokin-Rezeptoren (CCR2, CCR5, CCR7) [87]. 
Im Zuge dieses Reifungsprozesses entwickeln dendritische Zellen ihr Potenzial zur Aktivierung 
einer T-Zelle. In Abhängigkeit vom Typ des aktivierten Rezeptors exprimieren DC sowohl 
membrangebundene als auch lösliche Moleküle, die die weitere Differenzierung der T-Zelle 
(Th1-, Th2-, Th17-, Treg-, Tc1-, Tc2-Zelle) entscheidend beeinflussen [88]. 
Die Bindung eines Antigens an den toll-like Rezeptor induziert dessen Makropinozytose und 
sichert auf diesem Weg die effiziente Bildung des MHC-Peptids (MHCp) [89]. Das MHCp ist ein 
Antigenfragment, welches nach Prozessierung des aufgenommenen Pathogens zur DC-Ober- 
fläche rücktransportiert und dort über MHC-Moleküle präsentiert wird. Die auf diversen DC 
exprimierten Rezeptoren CD32 und CD64 haben bei Kontakt mit antikörper-opsonierten Zel- 





Die Antigenpräsentation erfolgt nach Migration der DC vom Ort des Antigenkontakts in die T- 
Zell-spezifischen Zonen der sekundären lymphatischen Organe (Milz, Lymphknoten) [92]. Man 
nimmt an, dass die zielgerichtete Wanderung der dendritischen Zellen vorwiegend durch Che- 
mokine wie CCL19 und CCL21 vermittelt wird. Diese werden von den Endothelzellen des lym- 
phatischen Gewebes sezerniert und locken als Liganden des Chemokin-Rezeptors CCR7 rei- 
fende dendritische Zellen an [93, 94]. Man vermutet die CCR7-gesteuerten Zellbewegungen 




Verglichen mit anderen antigenpräsentierenden Zellen wie Makrophagen und B-Lymphozyten 
zeigen dendritische Zellen das größte Potenzial zur Aktivierung von T-Zellen [96]. Da Makro- 
phagen und B-Lymphozyten lediglich Gedächtniszellen reaktivieren, ist die Fähigkeit zur Sti- 
mulation von naiven Zellen den dendritischen Zellen vorbehalten. Überdies erbrachten Stu- 
dien den Nachweis darüber, dass DC in der Lage sind, die Antikörpersynthese in B-Lymphozy- 
ten zu initiieren [97]. 
Man geht davon aus, dass der optimalen Aktivierung naiver T-Helfer-Zellen drei Signale, ent- 
sandt durch reife DC, zugrunde liegen [88]. Darüber hinaus lenken die DC die funktionelle Dif- 
ferenzierung zu Th1- oder Th2-Zellen. 
Signal 1 entsteht während der Bindung des Peptidfragments, präsentiert von MHCII-Molekü- 
len auf der DC-Oberfläche, an den T-Zell-Rezeptor. Im Zuge dessen wird die antigenspezifische 
Entwicklung der Immunantwort sichergestellt. Das Signal 2 beruht ebenso wie Signal 1 auf 
direktem Zell-Zell-Kontakt, kommt dabei jedoch ohne Antigenbeteiligung aus. In erster Linie 
fungieren hier die membranständigen Costimulationsmoleküle der B7-Familie CD80 und CD86 
als Liganden des auf T-Zellen exprimierten Corezeptors CD28. Signal 3 wird durch die Sekretion 
von Zytokinen vermittelt [98]. Die Natur dieses Zytokinprofils wird maßgeblich durch den Pa- 
thogentyp (PAMP) und den aktivierten PRR bestimmt und hat wesentlichen Einfluss auf die 
bereits erwähnte Polarisierung der Zielzelle [99]. 
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Die optimale Expression des Zytokinprofils erfordert häufig die Feedback-Stimulation durch 
den CD40-Liganden (CD40L). Er wird nach Aktivierung durch Signal 1 und 2 von T-Zellen expri- 
miert und kommuniziert mit CD40, einem Rezeptor auf dendritischen Zellen [88]. Ferner wer- 
den auf diesem Weg Signalkaskaden ausgelöst, die die Hochregulation von costimulatorischen 
Molekülen (CD80, CD86) und MHCII-Molekülen veranlassen [100]. Auf diese Weise wird die 
Reifung der DC vorangetrieben, die Antigenpräsentation gefördert und schlussendlich die Ef- 
fektivität der T-Zell-Aktivierung erhöht. 
Dendritische Zellen sind in der Lage, sowohl CD4-positive T-Helfer-Zellen als auch CD8-positive 
zytotoxische T-Zellen zu stimulieren [101]. Studien lassen vermuten, dass letztere unter ande- 
rem durch Fcγ-Rezeptor-vermittelte Kreuzpräsentation an MHCI-Molekülen aktiviert werden 
können [102]. 
 
1.2.7 Dendritische Zellen und COPD 
 
Dendritische Zellen agieren als Bindeglied zwischen angeborenem und erworbenem Immun- 
system. Ihrer pathogenetischen Beteiligung im Rahmen der COPD wurde eine Reihe von Stu- 
dien gewidmet. 
Die Exposition gegenüber Zigarettenrauch, Hauptrisikofaktor für die Entwicklung einer COPD, 
hat multiple schädigende Auswirkungen auf das Immunsystem. In einer Studie an dendriti- 
schen Zellen konnte nachgewiesen werden, dass die Bestandteile des Zigarettenrauches die 
Expression von Signalmolekülen supprimieren, welche den DC-Reifeprozess und die T-Zellak- 
tivierung steuern [103]. Bratke et. al fanden auf mDC in der bronchoalveolären Lavage von 
Rauchern eine erhöhte Zahl der Reifemarker CD80 und CD86 sowie eine verringerte Expres- 
sion des CCR7-Rezeptors. Die Minderexpression des Chemokin-Rezeptors CCR7 bei Rauchern 
ist mit einer gesteigerten Atemwegsobstruktion assoziiert [104]. 
Im Vergleich zu Nierauchern und gesunden Rauchern entdeckten Demedts et al. eine mit dem 
Schweregrad der Erkrankung steigende Zahl unreifer, dendritischer Zellen in den kleinen 
Atemwegen von COPD-Patienten. Darüber hinaus verzeichneten sie in Sputum und Lunge ei- 
nen Anstieg des Chemokins CCL20. Als einzig bekannter Ligand des Chemokin-Rezeptors CCR6, 
welcher auf isolierten, pulmonalen DC nachgewiesen wurde, könnte der Anstieg eine mögli- 
che Erklärung für das vermehrte Auftreten dendritischer Zellen sein. [105] 
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Hashimoto et al. vermuteten eine Verbindung zwischen der chronischen Atemwegsentzün- 
dung, fibrotischen Umbauvorgängen und dem Auftreten dendritischer Zellen. In einer experi- 
mentellen Studie mit Mäusen schützte die Depletion dendritischer Zellen vor IL-1ß-vermittel- 
ter T-Zell-Immunantwort und Fibrose. [106] 
Insbesondere in den Lungen von Patienten mit schwergradiger COPD konnte ein erhöhtes Vor- 
kommen lymphatischer Follikel festgestellt werden. Man nimmt an, dass sie bedeutsam für 
die lokale antigenspezifische Immunantwort sind [107]. An der Rekrutierung der Lymphfollikel 
bildenden B- und T-Zellen sind neben Makrophagen, Endothelzellen und respiratorischen 
Epithelzellen auch dendritische Zellen beteiligt [108]. In einer Publikation von van Pottelberge 
et al. wird die Akkumulation plasmazytoider, dendritischer Zellen in den pulmonalen 
Lymphfollikeln von Patienten mit leichter bis moderater COPD beschrieben [109]. 
Mori et al. zufolge sind die Grenzflächen zwischen Alveolarlumen und pulmonalen Lymphfol- 
likeln einem fortwährenden Remodeling ausgesetzt und reich an dendritischen Zellen. Diese 
Areale bilden eine strukturelle Grundlage für die gesteigerte, alveoläre Antigenaufnahme im 
Rahmen der COPD und tragen auf diese Weise womöglich zur Aggravation der chronischen 
Entzündungsreaktion bei. [110] 
Studienergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe (Stoll et al.) ließen vermuten, dass eine gestörte 
Costimulation dendritischer Zellen die Krankheitsentstehung der COPD beeinflusst. Das Ex- 
pressionsverhältnis der beiden costimulatorischen Moleküle OX40L und PD-L1, welches ein 
Maß für die Imbalance proinflammatorischer und antiinflammatorischer Signale der dendriti- 
schen Zellen darstellt, korrelierte mit der Schwere des Lungenemphysems bei COPD-Patien- 
ten. [111] 
Darüber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass der Chemokinrezeptor CCR5, welcher die 
Aufnahme und Verarbeitung mikrobieller Antigene reguliert, auf mDC von COPD-Patienten 
deutlich geringer exprimiert war. Die Minderexpression des Chemokinrezeptors CCR5 könnte 
demzufolge zu einer gestörten Interaktion zwischen dendritischen Zellen und mikrobiellen An- 





Zahlreiche chronisch-entzündliche Erkrankungen wie die rheumatoide Arthritis [113], der sys- 
temische Lupus erythematodes [114] oder chronisch-entzündliche Darmerkrankungen [115] 
werden mit Änderungen der Immunglobulinkonzentrationen in Zusammenhang gebracht. Bis 
dato existieren diesbezüglich kaum Daten für die COPD. Gleiches gilt für die Expression der 
zugehörigen Immunglobulin-Rezeptoren. Mit der Zerstörung extrazellulärer Mikroorganismen 
und der Eindämmung intrazellulärer Infektionen übernehmen Immunglobuline als Antikörper 
eine zentrale Funktion des humoralen Immunsystems [116]. 
 
1.3.1 Aufbau und Produktion der Immunglobuline 
 
Das typische Immunglobulin hat ein Molekulargewicht von 150-200 kD und besteht aus vier 
Polypeptidketten, zwei identischen leichten und zwei identischen schweren Ketten. Der Auf- 
bau des Moleküls spiegelt sich in zwei strukturell getrennten, eindeutig unterscheidbaren 
Funktionen wider und wird im Folgenden am Beispiel des Immunglobulins G erläutert. Dessen 
Form lässt sich anhand des Buchstaben Y nachvollziehen. Die antigenbindende Aktivität wird 
von den sogenannten Fab-Fragmenten (fragment antigen binding) übernommen, welche sich 
an den beiden Armen, den aminoterminalen Enden, des Y befinden. Auch als variable Regio- 
nen bezeichnet, unterscheiden sie sich entsprechend der Vielfalt der zu registrierenden Pa- 
thogene von Antikörper zu Antikörper. Die konstante Region des Immunglobulins liegt an des- 
sen carboxyterminalem Ende, dem Bein der Y-Form. Das dort lokalisierte Fc-Fragment (frag- 
ment crystallizable) variiert lediglich unter den fünf Immunglobulin-Isotypen (IgG, IgM, IgA, 
IgE, IgD) und bestimmt deren Effektormechanismen. [117] 
 
Immunglobuline agieren sowohl als Serumproteine als auch als Transmembranimmunglobu- 
line an B-Zellen. Nach Antigenbindung initiieren letztere in ihrer Funktion als Rezeptoren die 




1.3.2 Effektormechanismen der Immunglobuline 
 
Es werden drei Wege beschrieben, auf denen Antikörper zur Immunität beitragen. Zum einen 
neutralisieren sie Pathogene und Toxine, indem sie sie binden und ihre weitere Verbreitung 
verhindern. Zum anderen erleichtern sie die Phagozytose der Mikroorganismen durch Opso- 
nierung. Hierbei bedecken Antikörper die Oberfläche des Pathogens und aktivieren auf diese 
Weise die Proteine des Komplementsystems, die nach Bindung an das Antigen, zu dessen Auf- 
nahme in phagozytierende Zellen führen. Über einen direkteren Weg führt die alleinige Bil- 
dung der Antigen-Antikörper-Komplexe ebenfalls zur Opsonierung. Fc-Rezeptoren registrie- 
ren die Fc-Fragmente der Immunglobuline und haben in Abhängigkeit von der Art der rezep- 
tortragenden Zelle und des korrespondierenden Isotyps unterschiedliche Effekte zur Folge. So 
kommt es bei Eosinophilen und Mastzellen zur Ausschüttung von Mediatoren und bei Makro- 
phagen zur Aufnahme und Beseitigung des Pathogens. 
 
Dendritische Zellen exprimieren unter anderem den Fcγ-Rezeptor, einen Subtyp der Fc-Rezep- 
toren. Bisherigen Erkenntnissen zufolge induziert dieser die Endozytose von Antigen-IgG-Kom- 
plexen und führt in der Folge zu Zellreifung und MHC-Klasse II vermittelter Antigenpräsenta- 
tion [118]. Die Fcγ-Rezeptoren I (CD 64) und II (CD32) sind auch Rezeptoren des C-reaktiven 
Proteins (CRP). Als Hauptrezeptor für das CRP auf Leukozyten gilt der Fcγ-Rezeptor II (CD32). 
Bharadwaj et al. zufolge sind die Affinitäten des CRP und des Immunglobulin G zu Fcγ-Rezeptor 
II (CD32) vergleichbar [119]. 
Studien konnten zeigen, dass das CRP nicht nur als einer der etabliertesten serologischen Mar- 
ker für das Vorliegen einer systemischen Entzündung anzusehen, sondern selbst bedeutender 
Regulator inflammatorischer Prozesse ist. So fungiert es als Mediator bei Komplementaktivie- 
rung, Apoptose, Phagozytose, NO-Freisetzung und Zytokinausschüttung. Ergebnissen von Kim 
Y. et al zufolge, konnte die Bindung des CRP an CD32 auf Monozyten zum Stillstand des Zell- 
zyklus mit anschließender Apoptose führen [120]. In Untersuchungen an Endothelzellen sti- 
mulierte das CRP via Aktivierung von Fcγ-Rezeptoren die Produktion proinflammatorischer Zy- 




Eine Einteilung der Fcγ-Rezeptoren erfolgt anhand aktivierender und inhibierender Effekte und 
wird in Tabelle 1-2 dargestellt [122]. Zusammenfassend deuten bisherige Studienergebnisse 
darauf hin, dass die Balance zwischen aktivierenden und hemmenden Fcγ-Rezeptoren auf 
dendritischen Zellen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung dieser antigenpräsentieren- 
den Zellen in Richtung Reifung oder Reifungsstopp haben kann [91]. 
 
 
Tab. 1-2: Einteilung der Fcγ-Rezeptoren 
modifiziert nach [123] 
 



























Trotz zahlreicher Forschungsbemühungen ist die Immunpathogenese sowie insbesondere die 
Rolle von Immunglobulinen und ihren Rezeptoren auf myeloiden dendritischen Zellen bei der 




• Gibt es Unterschiede zwischen den Serumkonzentrationen von Immunglobulin G bei 
Nierauchern, Rauchern und COPD-Patienten? 
 
• Gibt es Unterschiede in der Expression der Immunglobulin-Rezeptoren auf myeloiden 
dendritischen Zellen des Blutes zwischen Nierauchern, Rauchern und COPD-Patien- 
ten? 
 
• Ergeben sich aus den abweichenden Immunglobulin-Rezeptorexpressionen verän- 
derte Stimulationsmuster der Reifemarker auf myeloiden dendritischen Zellen? 
 
• Gibt es Unterschiede in der quantitativen Expression der Reifemarker auf myeloiden 
dendritischen Zellen zwischen Nierauchern, Rauchern und COPD-Patienten? 
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2 PATIENTEN, MATERIAL, METHODEN 
 
Diese Arbeit fasst die Ergebnisse zweier Studien mit ähnlichem Versuchsaufbau zusammen. 
Initial wurde eine größere Anzahl von Probanden in einer klinischen Studie untersucht. Im 
Anschluss daran wurde bei einer kleineren Anzahl von Probanden in einer separaten Zellkul- 
turstudie ein zusätzlicher experimenteller Versuchsansatz gewählt. Die den Versuchsaufbau 
betreffenden Unterschiede werden jeweils in expliziten Passagen zur klinischen Studie und 






In beiden Studien wurden jeweils drei Probandengruppen untersucht. Diese setzten sich aus 
Patienten mit einer COPD, gesunden Rauchern ohne Lungenfunktionseinschränkung und 
Nierauchern zusammen. Als Nieraucher galten Probanden, die in ihrem bisherigen Leben zu 
keinem Zeitpunkt bzw. allenfalls einzelne Male geraucht haben. Folgende Erkrankungen führ- 
ten zum Ausschluss von der Studie: 
 Manifeste, chronische Herzinsuffizienz 
 Tumorerkrankungen 
 Autoimmunerkrankungen (z.B. Rheumatoide Arthritis, Psoriasis) 
 aktive Infektionskrankheiten (z.B. Pneumonie, Tuberkulose) 
 
Für alle Teilnehmer stellte die Gabe von systemischen Kortikoiden in den letzten vier Wochen 
ein Ausschlusskriterium dar. Probanden der Kontrollgruppen sollten darüber hinaus nicht an 
chronischen Atemwegs- und Lungenerkrankungen wie zum Beipsiel Asthma bronchiale, COPD 





Nach erfolgter Aufklärung über den Untersuchungsablauf und Vervollständigung eines Frage- 
bogens zur Erfassung von Patientendaten (Name, Geburtstag, Geschlecht, Körpergröße, Ge- 
wicht, Body Mass Index (BMI), Untersuchungsdatum), Vorerkrankungen, Medikamen- 
tenanamnese und Rauchverhalten bestätigte jeder Teilnehmer seinen Wunsch, an der Studie 
teilzunehmen, schriftlich. 
Alle Probanden unterzogen sich einer Lungenfunktionsdiagnostik und einer Blutentnahme. 
Diese wurden im Sinne der einheitlichen Versuchsdurchführung zum Ausschluss zirkadianer 
Effekte allesamt an einem Vormittag zwischen 7.30 und 12.00 Uhr in der Abteilung für 
Pneumologie des Universitätsklinikums Rostock durchgeführt. 
Vor Beginn der Untersuchungen wurde die Studie von der Rostocker Ethikkommission geneh- 
migt. Die Daten der klinischen Studie wurden in der Zeit von April bis Dezember 2013 erhoben. 





Die Lungenfunktionsparameter wurden mithilfe eines Bodyplethysmographen des Typs Mas- 
ter Screen Body, JAEGER erhoben. Im Rahmen eines Bronchospasmolysetests wurden die Pro- 
banden im Anschluss an die Gabe eines Beta-2-Sympathomimetikums auf Änderungen der 
bereits ermittelten spirometrischen Werte untersucht. Darüber hinaus erfolgte die Messung 




Die Ganzkörperplethysmografie liefert sowohl Daten über statische als auch in der Ruhespi- 
rometrie bestimmbare, dynamische Lungenvolumina. Zu ersteren gehören zum Beispiel das 
Residualvolumen und die Totale Lungenkapazität. Dieses Routineverfahren ist weitestgehend 
unabhängig von der Mitarbeit des Untersuchten. Während der Diagnostik sitzt der Patient in 
einer abgeschlossenen Kabine, umschließt mit dem Mund das sogenannte Mundstück und 
führt auf Anweisung des Untersuchers diverse Atemmanöver durch. Es werden zum einen 
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analog zur Ruhespirometrie die Flussänderungen am Pneumotachographen und zum anderen 
die ventilationsbedingten Änderungen des Kabinendrucks gemessen. Letztere verhalten sich 
umgekehrt proportional zu den Druckänderungen in den Alveolen, was die Berechnung der 
statischen Lungenvolumina nach dem Boyle-Mariotte-Gesetz ermöglicht. Es besagt, dass das 
Produkt aus Volumen und Druck konstant bleibt. 
 
 




[VC] Volumendifferenz zwischen maximaler In- und Exspiration 
Inspiratorische Vitalkapazität 
[IVC] 
Volumen, das nach vollständiger Exspiration maximal eingeat- 
met werden kann 
Forcierte Vitalkapazität 
[FVC] 
Volumen, das nach vollständiger Inspiration unter stärkster An- 




Volumen, das nach maximaler Inspiration unter stärkster An- 
strengung schnellstmöglich innerhalb der ersten Sekunde exspi- 
riert werden kann 
Tiffeneau-Index 
[FEV1/FVC] Verhältnis von Einsekundenkapazität zu forcierter Vitalkapazität 
Mittlere Atemstromstärke 
[MEF50] 
Maximale exspiratorische Atemstromstärke bzw. Flussgeschwin- 
digkeit (Flow) zu dem Zeitpunkt, an dem noch 50% der Vitalka- 
pazität auszuatmen sind 
Residualvolumen 
[RV] Volumen, das nach maximaler Exspiration in der Lunge verbleibt 
Totale Lungenkapazität 
[TLC] 




CO-Gasmenge, die pro Zeiteinheit und Partialdruckdifferenz zwi- 
schen Alveolarluft und kapillärem Blut der Lunge durch die alve- 
olokapilläre Membran hindurch tritt 
Transferkoeffizient 
[TLCO/VA] 
Verhältnis der pro Zeiteinheit aufgenommenen CO-Gasmenge 
zum ventilierten Volumen 
 
 
Geräte und Materialien 
 
Master Screen Body [JAEGER, CAREFUSION, HÖCHBERG, D] 
 
Diffusionsmessgerät [JAEGER, CAREFUSION, HÖCHBERG, D] 
 
Auswertungssoftware [JAEGER, CAREFUSION, HÖCHBERG, D] 
 
Mundstück [JAEGER, CAREFUSION, HÖCHBERG, D] 
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Die Nasenatmung wird durch eine Nasenklemme unterbunden. Der Patient wird nun gebeten, 
ruhig ein- und auszuatmen. Ist die Atemmittellage erreicht, wird das Atemrohr verschlossen 
und der Patient aufgefordert, weiterhin ruhig gegen den neu aufgetretenen Widerstand zu 
atmen. Unterdessen kann das intrathorakale Gasvolumen berechnet werden. Während eines 
zweiten Atemmanövers der Spirometrie zur Bestimmung dynamischer Lungenvolumina wie 
der Einsekundenkapazität und Vitalkapazität exspiriert der Untersuchte maximal. Daraufhin 
folgt die maximale Inspiration, um dann im Anschluss mit voller Kraft wieder auszuatmen. 
 




Stauschlauch [SARSTEDT, NÜMBRECHT, D] 
Octeniderm [SCHÜLKE&MAYR, NORDERSTEDT, D] 
Sterile Wattetupfer [PAUL HARTMANN, HEIDENHEIM, D] 
Blutentnahmekanüle [21 G] [SARSTEDT, NÜMBRECHT, D] 
Blutentnahme-Monovetten [SARSTEDT, NÜMBRECHT, D] 
• EDTA/Lithium-Heparin/Citrat/Serum 





Nach Punktion der mittleren Ellenbeugenvene wurde den Probanden - wie aus Tabelle 2-2 





Jedem Studienteilnehmer wurden unter Punktion einer Vena cubitalis circa 320 ml Vollblut 
entnommen. Das Volumen verteilte sich wie in folgender Tabelle dargestellt auf fünf Mono- 
vetten und einen Blutentnahmebeutel. 
 
 
Tab. 2-2: Verteilung der entnommenen Blutvolumina 
 
Probengefäß Anzahl Verwendungszweck Volumen 
Klinische Studie 
EDTA-Monovette 1 Durchflusszytometrie 7,5 ml 
Serum-Monovette 1 Labordiagnostik 2,7 ml 
Zellkulturstudie 
EDTA-Monovette 1 Labordiagnostik 2,7 ml 
Lithium-Heparin-Monovette 1 Labordiagnostik 2,7 ml 




 Labordiagnostik (1) 7,5 ml 
 
2 
Zentrifugation bei 2000g für 10 min, 
Herstellung von 5 Serumaliquots zu 
je 300-400 µl, Lagerung bei -20°C (2) 
 
 7,5 ml 
Blutentnahmebeutel 1 Isolierung der mDC 300 ml 
 
 
Die in der Zellkulturstudie eingesetzte zweite Serummonovette wurde für den Fall weiterer 




Nach der Blutentnahme wurde ein Teil der Proben zur Ermittlung diverser Analyten in das 
Institut für klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin gesendet. 
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Tab. 2-3: Analysierte Parameter der klinischen Chemie 
* ausschließlich in Zellkulturstudie bestimmt 
 
Zusatz Analyten 
EDTA Hämoglobinkonzentration, Hämatokrit, MCV, MCH, MCHC 
Konzentration der Erythrozyten, Thrombozyten, Lymphozyten, Monozyten, 
neutrophilen/eosinophilen/basophilen Granulozyten 
Lithium-Heparin C-reaktives Protein 
Citrat Fibrinogen 




2.5 Aufreinigung der Leukozyten 
 
Die Isolation peripherer mononukleärer Zellen sowie die folgenden Arbeitsschritte im Rahmen 
der Isolation myeloider dendritischer Zellen, der Reinheitskontrolle und der Zellkultivierung 
fanden ausschließlich in der Zellkulturstudie statt. 
 




Die peripheren mononukleären Zellen wurden mittels Dichtegradienten-Zentrifugation aus 
dem Vollblut extrahiert. Das verwendete Lösungsmittel Biocoll weist eine Dichte von 1,077 
g/ml auf. Die zellulären Komponenten des Blutes ordnen sich während der Zentrifugation 
einem vertikalen Gradienten folgend an. Dabei kommen Bestandteile mit höherer Dichte (Ery- 
throzyten, Granulozyten) unterhalb der Biocoll-Lösung zum Stillstand, Bestandteile mit gerin- 
gerer Dichte oberhalb. Zu letzteren werden die peripheren mononukleären Zellen gezählt, 







Abb. 2-1: Prinzip der PBMC-Isolation mittels Dichtegradientenzentrifugation 
 
 
Geräte und Materialien 
 
Zentrifuge Multifuge 1 L-R [THERMO SCIENTIFIC, KARLSRUHE, D] 
Pipettierhilfe Accu-Jet [BRAND, Wertheim, D] 
Pipette Research 100-1000 μl [EPPENDORF, HAMBURG, D] 
Pipettenspitzen Cellstar 25 ml [GREINER BIOONE, FRICKENHAUSEN, D] 
Pipettenspitzen 50-1000 μl [EPPENDORF, HAMBURG, D] 
Falcon-Röhrchen 50 ml [GREINER BIOONE, FRICKENHAUSEN, D] 
Zählkammer Neubauer Improved [MARIENFELD SUPERIOR, LAUDA-KÖNIGSHOFEN, D] 





Biocoll Separating Solution [BIOCHROM, BERLIN, D] 




[PAA LABORATORIES, PASCHING, A] 





300 ml Vollblut und 200 ml PBS-Puffer (phosphate-buffered salin / phosphat-gepufferte Salz- 
lösung/Pufferlösung) wurden vorsichtig durchmischt. 35 ml des Blut-PBS-Gemisches wurden 
langsam in 50 ml Falcon-Röhrchen pipettiert, die jeweils 15 ml Biocoll-Lösung enthielten und 
anschließend bei 400 g und inaktivierter Bremse für 30 min zentrifugiert. Der Rotor muss un- 
gebremst auslaufen, um die Verwirbelung des Dichtegradienten zu verhindern. Die bei der 
Zentrifugation entstandene Interphase, ein Zellring aus peripheren mononukleären Zellen di- 
rekt oberhalb der Biocoll-Schicht, konnte nun vorsichtig abpipettiert und in neue 50 ml Falcon 
Röhrchen mit 15 ml PBS-Puffer transferiert werden. Die Zentrifuge wurde im Anschluss auf 
eine relative Zentrifugalbeschleunigung (RZB) von 300g und eine Dauer von 10 min bei 4°C 
eingestellt. Sofern nicht anders angegeben, erfolgten die Waschschritte stets unter diesen Be- 
dingungen. Die in diesem zweiten Durchlauf entstandenen Pellets wurden in 1 ml PBS-Puffer 
resuspendiert, in einem Falcon-Röhrchen vereint und zeitgleich mit den im zweiten Durchlauf 
ebenfalls entstandenen Überständen im Sinne der Restzellgewinnung zentrifugiert. In einem 
abschließenden Waschschritt konnten die Pellets in ein letztes Röhrchen überführt und 
zentrifugiert werden. Der Überstand wurde nun vollständig entnommen und das zuletzt ge- 
wonnene Pellet in circa 900 µl PBS-Puffer zu einem Gesamtvolumen von 1 ml gelöst. Um die 
Anzahl der isolierten peripheren mononukleären Zellen zu bestimmen, wurden 10 µl der Zell- 
suspension mit einer sterilen Pipette abgenommen und in einer Verdünnungsreihe mit Ver- 
hältnissen von 1:10, 1:100 und 1:1000 angefärbt. Hierzu waren jeweils 90 µl Trypanblau in 
drei Eppendorf-Gefäßen vorgelegt. Die Zellen wurden unter Zuhilfenahme einer Neubauer- 
Zählkammer unter dem Mikroskop ausgezählt. Tote Zellen, die im Vergleich zu vitalen, hell 
imponierenden Zellen nicht in der Lage waren, den Farbstoff auszuschließen, erschienen tief- 












Um eine Reinheit der myeloiden dendritischen Zellen von über 80% zu erzielen, wurden die 
mononukleären Zellen unter Verwendung des Myeloid Dendritic Cell Isolation Kit, human (Mil- 
tenyi Biotec) mittels magnetischer Zellseparation (MACS) weiter aufgereinigt. Um die Markie- 
rung der für die Zellkultur bestimmten Zellen zu umgehen, wurde die Methode der Negativ- 
selektion verwendet. Sie dient dem Herausfiltern von nicht benötigten Zellpopulationen. Hier- 
bei binden biotinylierte Antikörper in einem ersten Schritt an die Non-mDC (Monozyten, Lym- 
phozyten, NK-Zellen). Dieser Arbeitsschritt ermöglicht eine Markierung selbiger Zellen mit 
Anti-Biotin-Antikörpern. An Magnetpartikel, sogenannte Microbeads, gebunden, spielen sie 
eine zentrale Rolle im gewählten Zellsortierungsverfahren. Da sich die mit Stahlwolle gefüllte 
Säule im autoMACS Separator (Miltenyi Biotec) in einem permanenten, magnetischen Feld 
befindet, werden derartig gekennzeichnete Zellen in dieser zurückgehalten. Die gewünschten 
mDC passieren die Säule. 
 
Geräte und Materialien 
 
Zentrifuge Multifuge 1 L-R [THERMO SCIENTIFIC, KARLSRUHE, D] 
Pipette Research 100-1000 μl [EPPENDORF, Hamburg, D] 
Pipettenspitzen 50-1000 μl [EPPENDORF, Hamburg, D] 
Falcon-Röhrchen 15 ml [GREINER BIOONE, FRICKENHAUSEN, D] 
Eppendorf-Röhrchen 2 ml [EPPENDORF, HAMBURG, D] 
Zählkammer Neubauer improved [MARIENFELD SUPERIOR, LAUDA-KÖNIGSHOFEN, D] 
Pre-Separation Filter 30 µm [MILTENYIBIOTEC, BERGISCH GLADBACH, D] 
Rotationsschüttler Roto-Shake Genie [SCIENTIFIC INDUSTRIES, NEW YORK, USA] 
AutoMACS Separator [MILTENYIBIOTEC, BERGISCH GLADBACH, D] 






Dulbecco´s PBS ohne Ca /Mg [PAA LABORATORIES, PASCHING, A] 
Myeloid Dendritic Cell Isolation Kit [MILTENYIBIOTEC, BERGISCH GLADBACH, D] 
• Non-Myeloid Dendritic Cell AB-Biotin Cocktail, human 2 ml 
• FcR Blocking Reagent, human 2 ml 
• Anti-Biotin MicroBeads 2 ml 
Zellmedium, X-Vivo 15 [LONZA, VERVIERS, BEL] 
autologes Serum [2%] 
Penicillin/Streptomycin [BIOCHROM, BERLIN, D] 
EDTA [0,5 M] [CARL ROTH GMBH, KARLSRUHE, D] 
Albumin Fraktion V [CARL ROTH GMBH, KARLSRUHE, D] 





Rinsing Puffer: 500 ml PBS-Puffer + 2 ml EDTA [0,5 M] 
Running Puffer: 500 ml PBS-Puffer + 2 ml EDTA [0,5 M] + 2,5 g BSA [10%] 
Nährmedium: 10 ml Medium + 200 µl autologes Serum [2%] + 100 µl Peni- 





Die einzusetzenden Mengen des Puffers und der Reagenzien richten sich nach der in Kapitel 
2.4 bestimmten Zellzahl. Die nachfolgend angegebenen Volumina werden für 108 Zellen be- 
nötigt. Nach Herstellung des standardmäßig verwendeten „Running Puffers“ und des für die 
Nutzung des autoMACS Separators zusätzlich erforderlichen Rinsing Puffers wurden die Lö- 
sungen steril in die für den Separator vorgesehenen Gefäße filtriert. 
Das im Rahmen der Dichtegradienten-Zentrifugation gewonnene Pellet wurde in einem ersten 
Waschschritt mit „Running Puffer“ zu einem Gesamtvolumen von 25 ml resuspendiert und bei 
oben definierter Einstellung zentrifugiert. Nach vollständiger Abnahme des Überstandes und 
Lösung der Zellmasse in 300 µl „Running Puffer“ konnte die Zellsuspension mit 100 µl Non- 
Myeloid Dendritic Cell Antibody-Biotin Cocktail, human und 100 µl FcR Blocking Reagent, hu- 
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man versetzt werden. Das Gemisch wurde für 10 min inkubiert und analog zum ersten Wasch- 
schritt (unter Zugabe von „Running Puffer“) nochmals zentrifugiert. Das entstandene Pellet 
wurde in 400 µl „Running Puffer“ resuspendiert, nach Zugabe von 100 µl Anti-Biotin MicroBe- 
ads für 15 min inkubiert und einem letzten Waschschritt zugeführt. Die in 500 µl „Running 
Puffer“ gelöste Zellmasse wurde durch ein Zellsieb (Pre-Separation-Filter) gegeben und 
konnte nun zur Isolierung der myeloiden dendritischen Zellen im autoMACS Separator genutzt 
werden. Nachdem die vorbereiteten Pufferlösungen an das Gerät angeschlossen waren, 
konnte die Zellsortierung unter Verwendung des Programms Depletion: Depl025 begonnen 
werden. Die mDC wurden am Ausgang „Neg 1“ aufgefangen und im Anschluss an die Abnahme 
eines Volumens von 100 µl, welches für die bevorstehende Reinheitskontrolle bestimmt war, 
ausgezählt. Es folgte eine weitere Zentrifugation, die vollständige Entfernung des Überstandes 
und die Resuspension der Zellen in einem vorbereiteten Kulturmedium. 106 Zellen wurden in 
1 ml Nährmedium kultiviert. 
 




Vor Anlage der Zellkultur wurde die Reinheit der Negativfraktion durchflusszytometrisch ge- 
prüft. Über den Nachweis mDC-typischer Oberflächenantigene wie CD11c und HLA-DR konnte 
das Vorhandensein der gewünschten Zellpopulation sichergestellt werden. Um Zellen zu un- 
terscheiden, die für eine Verunreinigung der Probe sprechen, wurde diese mit FITC (Flu- 
oresceinisothiocyanat) - markierten Antikörpern gegen die Oberflächenmerkmale CD3, CD14, 
CD16, CD19, CD20 und CD56 versetzt. Auf diesem Weg konnten ungewollte Subtypen der 
PBMC wie Lymphozyten, Monozyten, eosinophile und neutrophile Granulozyten detektiert 
werden. Eine umfassende Beschreibung hinsichtlich des durchflusszytometrischen Verfahrens 
folgt in Kapitel 2.7. 
 
Geräte und Materialien 
 
Zentrifuge Multifuge 1 L-R [THERMO SCIENTIFIC, KARLSRUHE, D] 
Pipette Research 20-200 μl [EPPENDORF, HAMBURG, D] 
Pipette Research 0,5-10 µ [EPPENDORF, HAMBURG, D] 
31 
 
Pipettenspitzen 2-200 μl [EPPENDORF, HAMBURG, D] 
Pipettenspitzen 0,5-20 µl [EPPENDORF, HAMBURG, D] 
FACS-Röhrchen 5 ml [BECTON DICKINSON, HEIDELBERG, D] 






Dulbecco´s PBS ohne Ca /Mg [PAA LABORATORIES, PASCHING, A] 
Fetales Kälberserum [FCS] [PAA LABORATORIES, PASCHING, A] 
Monoklonale Maus - anti human - [BECTON DICKINSON, HEIDELBERG, D] 
Antikörper 
FITC-markiert: Lin1 (Anti-human Lineage Cocktail 1) 
PE-markiert: CD11c 
PerCP-markiert: HLA-DR 





FACS Lysing Solution Lösung: FACS Lysing Solution + destilliertes Wasser [1:10] 
FACS-Puffer: PBS-Puffer + 2% FCS 
Natriumazid-Stammlösung [10%]: Natriumazid-Pulver aufgelöst in PBS-Puffer 
Antikörper-Verdünnungslösung: FACS-Puffer + Natriumazid-Stammlösung 






Nach 20-minütiger Dunkelinkubation des für die Reinheitskontrolle vorgesehenen Aliquots 
mit jeweils 5 µl des Anti-human Lineage Cocktails 1 (Lin1), der verdünnten PE-markierten An- 
tikörper gegen CD11c und der verdünnten PerCP-markierten Antikörper gegen HLA-DR wurde 
der Zellprobe 1 ml vorbereitete FACS Lysing Solution Lösung zugefügt, erneut für 10 Minuten 
in Dunkelheit inkubiert und bei 400g für 5 Minuten zentrifugiert. Die FACS Lysing Solution hat 
die Aufgabe, in der Zellprobe verbliebene Erythrozyten zu lysieren. Der entstandene Über- 
stand wurde abgenommen. Nach Zugabe von 1 ml Waschpuffer, 5-minütiger Zentrifugation 
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und Resuspension des Pellets in 200 µl PBS-Puffer war die Zellprobe nach Angaben des Her- 





Abb. 2-2: Beispiel einer Reinheitskontrolle nach magnetischer Zellseparation 
 
Die Gesamtheit aller Leukozyten wurde im FSC/SSC - Dot Plot identifiziert. (A) Dendritische Zellen expri- 
mieren die sogenannten Lineage-Marker CD3, CD14, CD16, CD19, CD20 und CD56 nicht bzw. nur schwach. 
Aus diesem Grund wurden in einem zweiten Schritt alle lineage-negativen Zellen selektiert. (B) Die myeloi- 








Die isolierten Zellen sollen auf Unterschiede in der Expression von Reifemarkern, beeinflusst 
durch diverse Stimulationen, untersucht werden. Zu diesem Zweck werden die Zellen mit ver- 
schiedenen Antikörpern für 48 Stunden in einem Kulturmedium gehalten. 
 
Geräte und Materialien 
 
Brutschrank Cellstar [NUNC, Wiesbaden, D] 
Sterilbank Herasafe KS 12 [THERMO SCIENTIFIC, KARLSRUHE, D] 
96-Well-Zellkulturplatten [GREINER BIOONE, FRICKENHAUSEN, D] 
Pipette Research 20-200 μl [EPPENDORF, HAMBURG, D] 
Pipette Research 0,5-10 µ [EPPENDORF, HAMBURG, D] 
Pipettenspitzen 2-200 μl [EPPENDORF, HAMBURG, D] 







Dulbecco´s PBS ohne Ca /Mg [PAA LABORATORIES, PASCHING, A] 
Anti- human CD32 - Antikörper, mouse [BIO RAD LABORATORIES, HERCULES, USA] 
Anti- human CD64 - Antikörper, mouse [BIO RAD LABORATORIES, HERCULES, USA] 
Murines IgG1-Antikörper [BECTON DICKINSON, HEIDELBERG, D] 
Flagellin FLA-ST [INVIVOGEN, SAN DIEGO, D] 





Humanes Immunglobulin G 1:10 Verdünnung der Lösung aus: 1 mg humanem Immun- 




Die Zelldichte wurde durch Verdünnung auf eine Konzentration von 1*106 Zellen/ml Kultur- 
medium eingestellt. Mit dem Wissen, das in insgesamt 5 Vertiefungen (Wells) der Kulturplatte 
gleichmäßig Zellsuspension vorgelegt werden musste, wurde mit der Aufteilung der Zellen in 
4 ersten Wells begonnen. Im Anschluss konnten 3 dieser Vertiefungen mit Anti-CD32-Antikör- 
pern, Anti-CD64-Antikörpern und murinen Anti-IgG1-Antikörpern in definierter Konzentration 
versetzt und für 20 Minuten im Brutschrank bei 37°C und einer 5-prozentigen CO2-Atmo- 
sphäre inkubiert werden. Nachdem 4 Wells der Mikrotiterplatte am Vorabend mit einer 10- 
fach verdünnten Lösung des Humanen Immunglobulins G beimpft wurden, konnte das Zell- 
Antikörper-Gemisch in die vorbereiteten Wells transferiert werden. Abschließend wurde ein 
Kontrollansatz ohne Zusatz von Stimulantien und Antikörpern angelegt. 
Die Angaben der folgenden Tabelle orientieren sich an einem Zellsuspensionsvolumen von 
250 µl je Vertiefung der Kulturplatte. Konnten bei Probanden größere Mengen an myeloiden 
dendritischen Zellen separiert werden, wurden die Volumina entsprechend angepasst. 
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Tab. 2-4: Stimulationsschema für die Zellkultur 
*unabhängig vom Zellsuspensionsvolumen 
 










100 µl* 100 µg/ml Anti-CD32 1,25 µl 5 µg/ml 
2 Humanes 
IgG 
100 µl* 100 µg/ml Anti-CD64 1,25µl 5 µg/ml 
3 Humanes 
IgG 
100 µl* 100 µg/ml Anti-Maus 
IgG 
2,5 µl 5 µg/ml 
4 Humanes 
IgG 
100 µl* 100 µg/ml - - - 
5 - - - - - - 
 
 
Zur Kontrolle des Vorhandenseins von Zellen in den Ansätzen wurde jede beimpfte Kavität 
dahingehend lichtmikroskopisch untersucht. 
Ohne Verzögerung erfolgte die Kultivierung der Zellen für 48 Stunden unter oben erwähnten 
Bedingungen im Brutschrank. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Überstände der Wells aliquotiert und bis zu ihrer 
weiteren Verwendung bei -80°C im Gefrierschrank gelagert. Die mDC wurden durch Spülung 
mit PBS-Puffer aus den Wells gelöst und in fünf Eppendorf-Gefäße überführt. Die Mikrotiter- 
platte wurde erneut lichtmikroskopisch kontrolliert, um ein Zurückbleiben von kultivierten 







Die Durchflusszytometrie ermöglicht die Charakterisierung von Zellpopulationen hinsichtlich 
ihrer Quantität, Größe, Granularität und Expression von Oberflächenantigenen auf Einzelzell- 
ebene. 
Zur Analyse werden die Zellen über eine Glaskapillare eingesogen und einzeln durch den 
Messbereich eines Laserstrahls geeigneter Wellenlänge geführt. Das entstehende Streulicht 
wird von Detektoren aufgenommen und dort in elektronische Signale umgewandelt. Auf die- 
sem Weg können Informationen über Granularität und Zellgröße vermittelt werden. Die Aus- 
lenkung des Laserstrahls senkrecht zur Bewegungsachse definiert das Seitwärtsstreulicht [SSC 
= Sideward Scatter], welches durch die „Innere Komplexität“ der Zelle beeinflusst wird. Auf 
einen zweiten Detektor wird das sogenannte Vorwärtsstreulicht [FSC = Forward Scatter] ge- 
leitet. Es breitet sich in derselben Achse wie der Laser aus und ist ein Maß für die Größe der 
Zelle. Markiert man die Zellen im Voraus unter Zuhilfenahme von Antikörpern mit Fluores- 
zenzfarbstoffen, wird zusätzlich Fluoreszenzlicht in Form von Photoquanten emittiert. Die Flu- 
orochrome zeichnen sich durch unterschiedliche Absorptions- und Emissionsspektren aus. In 
dieser Studie verwendete Farbstoffe wie Phycoerythrin [PE], Peridinin-Chlorophyll-Protein- 
Komplex [PerCP] und Fluoresceinisothiocyanat [FITC] zeigen im Bereich von 488nm eine gute 
Absorption und emittieren bei Anregung mit einem Laserstrahl dieser Wellenlänge oranges, 
rotes und grünes Licht. Allophycocyanin [APC] hingegen wird bei Bestrahlung mit einer Wel- 
lenlänge von 633 nm auf ein erhöhtes Energieniveau gehoben. Die Konzentration der emit- 
tierten Photonen verhält sich proportional zur Menge der zelladhärenten, Fluoreszenz-mar- 
kierten Antikörper, welche ihrerseits Schlussfolgerungen über die Quantität der Oberflächen- 
moleküle erlaubt. 
 
Geräte und Materialien 
 
Zentrifuge Multifuge 1 L-R [THERMO SCIENTIFIC, KARLSRUHE, D] 
Durchflusszytometer FACSCalibur [BECTON DICKINSON, HEIDELBERG, D] 
FACS-Software Cellquest Pro [BECTON DICKINSON, HEIDELBERG, D] 
Pipette Research 20-200 μl [EPPENDORF, HAMBURG, D] 
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Pipette Reasearch 0,5-10 µl [EPPENDORF, HAMBURG, D] 
Pipettenspitzen 2-200 μl [EPPENDORF, HAMBURG, D] 
Pipettenspitzen 0,5-20 µl [EPPENDORF, HAMBURG, D] 
Eppendorf-Röhrchen 2 ml [EPPENDORF, HAMBURG, D] 
Falcon-Röhrchen FACS 5 ml [BECTON DICKINSON, HEIDELBERG, D] 






Dulbecco´s PBS ohne Ca /Mg [PAA LABORATORIES, PASCHING, A] 
Fetales Kälberserum [FCS] [PAA LABORATORIES, PASCHING, A] 
FACS Lysing Solution [BECTON DICKINSON, HEIDELBERG, D] 
Monoklonale Maus - anti human - [BECTON DICKINSON, HEIDELBERG, D] 
Antikörper 
PE-markiert: IgG1, CD80, CD86, CD11c 
PerCP-markiert: IgG1, HLA-DR 






FACS-Puffer: PBS + 2 % FCS 





In die FACS-Röhrchen wurden dem Schema aus Tabelle 2-5 entsprechend 5 µl der jeweiligen 
Antikörper-Gebrauchslösungen gegeben. Nach Zugabe von 75 µl EDTA-Blut in jedes Röhrchen 
wurden diese für 20 Minuten in Dunkelheit inkubiert. Anschließend wurde den Zellproben 1 
ml vorbereitete FACS Lysing Solution Lösung zugefügt, erneut für 10 Minuten in Dunkelheit 
inkubiert und bei 420g für 5 Minuten zentrifugiert. Der entstandene Überstand wurde abge- 
nommen. Nach Zugabe von 1 ml Waschpuffer, 5-minütiger Zentrifugation, Dekantierung des 
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Überstandes und Resuspension des Pellets in 150 µl PBS-Puffer war die Zellprobe für die FACS- 
Messung vorbereitet. Pro Ansatz wurden 200.000 Zellen durchflusszytometrisch untersucht. 
 
 
Tab. 2-5: Ansätze für die FACS-Markierungen 
 
Ansatz-Nr. FITC PE PerCP APC 
1 Lin 1 CD11c HLA-DR IgG1 
2 Lin 1 CD11c HLA-DR CD32 
3 Lin 1 CD11c HLA-DR CD64 
 
 
Die folgenden Abbildungen veranschaulichen beispielhaft die Gating-Strategie zur Detektion 
der myeloiden dendritischen Zellen und die durchflusszytometrische Analyse der Immunglo- 





Abb. 2-3: Beispiele für das Gating der mDC im Blut 
 
Die Gesamtheit aller Leukozyten wurde im FSC/SSC- Dot Plot identifiziert (Spalte 1). Dendritische Zellen 
exprimieren die sogenannten Lineage-Marker CD3, CD14, CD16, CD19, CD20 und CD56 nicht bzw. nur 
schwach. Aus diesem Grund wurden in einem zweiten Schritt alle lineage-negativen Zellen selektiert 
(Spalte 2). Die myeloiden Zellen unter den DC sind durch die Expression von HLA-DR und CD11c gekenn- 





Abb. 2-4: Oberflächenmarker auf dendritischen Zellen 
 
Die Histogramme zeigen den Anteil CD32/CD64 - positiver mDC an der Gesamtheit der mDC. Die Bindun- 
gen der Fluorochrom-markierten Antikörper an CD32/CD64 werden rot abgebildet. Unspezifische Bin- 






Nach Durchmischung auf dem Vortexschüttler wurde die Zellsuspension aus jedem der fünf 
Eppendorf-Gefäße jeweils gleichmäßig auf 4 FACS-Röhrchen aufgeteilt. Wie in Tabelle 2-6 auf- 
geschlüsselt, wurden die 5 * 4 Ansätze mit jeweils 10 µl Antikörper-Gebrauchslösung versetzt, 
kurz durchmischt und für 20 min in Dunkelheit inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wur- 
den zu jedem Ansatz 1000 µl FACS-Puffer pipettiert und die Röhrchen für 5 Minuten bei 400 g 
zentrifugiert. Im Anschluss konnten die Überstände verworfen und die entstandenen Pellets 
in 200 µl PBS-Puffer resuspendiert werden. Pro Ansatz wurden 3.000- 10.000 Zellen analysiert. 
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Tab. 2-6: Ansätze für die FACS-Markierungen 
 
Ansatz-Nr. PE PerCP APC 
1 IgG1 IgG1 IgG1 
2 CD 80  CD 40 
3 CD 86  CD83 
4  HLA-DR  
 
 
Die folgenden Abbildungen veranschaulichen die durchflusszytometrische Analyse der Ober- 




Abb. 2-5: Oberflächenmarker auf kultivierten, dendritischen Zellen 
 
In den Histogrammen wird die Signalstärke der Fluorochrom-markierten Antikörper (z.B. Anti-CD40-Anti- 
körper) gegen die Anzahl der Ereignisse aufgetragen. Während die Signale dieser Antikörper rot darge- 
stellt werden, sind die der Isotypenkontrolle grau. 
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2.9 Statistische Auswertung 
 
Zur statistischen Auswertung der erhobenen Daten wurde die Statistik-Software SPSS [IBM, 
Armonk, New York, USA] herangezogen. Da die Angabe von Mittelwerten normalverteilten 
Parametern vorbehalten ist, wurde die Verteilung der Werte als Median inklusive Minimum- 
und Maximumwerten dargestellt. Der Vergleich zweier Kohorten erfolgte mithilfe des Mann- 
Whitney-U-Tests für unabhängige Proben. Beim Vergleich von Daten innerhalb einer Kohorte 
(z.B. Expression von CD86 in verschiedenen Stimulationsansätzen) wurde der Wilcoxon-Test 
angewendet. Die Korrelationsanalysen erfolgten mittels des Spearman`s Rang-Korrelationsko- 
effizienten. Irrtumswahrscheinlichkeiten von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant ange- 






Abb. 2-6: Beispiel für ein Boxplot-Diagramm 
 
A – Median 
B – Interquartilenabstand (IQA) 
C – Bereich der Werte, die < 1,5 IQA vom oberen oder unteren Rand der Box entfernt sind 




In diesem Diagrammtyp verkörpert die Box den Interquartilenabstand. Die innerhalb der Box 
gelegene, vertikale Linie repräsentiert den Median. Zwei außerhalb gelegene Linien markieren 
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den Bereich der Werte, der weniger als 150 % des Interquartilenabstands vom oberen und 
unteren Rand der Box entfernt liegt. Als Punkt angegebene Ausreißer stellen Werte dar, deren 





Die folgenden Tabellen fassen die in den Patienten- und Kontrollgruppen erhobenen Daten 
mittels Angabe der errechneten Medianwerte zusammen und zeigen signifikante Unter- 
schiede (p < 0,05) zwischen den Kohorten auf. Zugehörige Minimum- und Maximumwerte 
wurden in eckigen Klammern dargestellt. 
 
 
3.1 Klinische Studie 
 
3.1.1 Charakterisierung der Studienpopulation 
 
An der klinischen Studie beteiligten sich insgesamt 21 Nieraucher, 21 Raucher und 54 COPD- 
Patienten, deren Alters- und Geschlechterverteilung vergleichbar waren. Die Rauchergruppe 
war im Vergleich zu den zwei weiteren Gruppen durch eine signifikante Erhöhung des media- 
nen BMI gekennzeichnet. Die Anzahl der Packungsjahre (pack years) unterschied sich zwischen 
den Gruppen der Raucher und COPD-Patienten nicht signifikant. 
 
Tab. 3-1: Anamnestische und anthropometrische Charakteristika der klinischen Studie 
 





(C) N vs. R N vs. C R vs. C 









[40-85] 0,337 0,274 0,859 
Geschlecht 
























[2-4] n.a. n.a. n.a. 
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3.1.2 Klinische Chemie und Lungenfunktionsdiagnostik 
 
In der klinischen Chemie fiel die COPD-spezifische Erhöhung der Interleukin-6-Konzentration 
im Vergleich zu Nierauchern und Rauchern auf. Die CRP-Konzentration war bei Rauchern und 
COPD-Patienten erhöht. 
Die Klassifizierung der spirometrischen Schweregrade orientierte sich an den Empfehlungen 
der GOLD (Tabelle 1-1). Demzufolge wurden 14 COPD-Patienten dem Stadium II, 26 Patienten 
dem Stadium III und 14 Patienten dem Stadium IV nach GOLD zugeordnet. Sowohl die Einse- 
kundenkapazität als auch der Tiffeneau-Index waren im Vergleich von COPD-Erkrankten mit 
Nierauchern und Rauchern hochsignifikant erniedrigt. In der Patientengruppe ergab sich für 
die FEV1 ein Medianwert von 38 % vom Soll. Der Tiffeneau-Index belief sich hier auf 49 %. 
 
Tab. 3-2: Laborchemische und spirometrische Parameter der klinischen Studie 
 
 





(C) N vs. R N vs. C R vs. C 








































































In der Immunglobulindiagnostik zeigten sich die IgG- und IgG1-Konzentrationen der Raucher 
und COPD-Patienten im Vergleich zu denen der Nieraucher erniedrigt. Es fand sich jedoch 
kein Unterschied zwischen Rauchern und Patienten mit COPD. 
 
 
Tab. 3-3: Immunglobulinkonzentrationen im Serum 
 





(C) N vs. R N vs. C R vs. C 









































[0,0-1,9] 0,735 0,129 0,336 
 
 
3.1.4 Vergleich der Expression von CD32 und CD64 auf mDC zwischen den Gruppen 
 
In der klinischen Studie zeigten sich zwischen allen drei Probandengruppen signifikante Un- 
terschiede in der Expression des Immunglobulin-Rezeptors CD32 (Fcγ-Rezeptor II) auf mDC. 
Gleiches gilt für CD64 (Fcγ-Rezeptor I) mit der Einschränkung, dass sich im Vergleich der Rau- 
cher- und Patientengruppe keine relevante Abweichung ergab. Somit fand sich eine COPD- 
spezifische Erhöhung der CD32 - Expression auf mDC im Blut. 
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Tab. 3-4: Oberflächenmarker auf myeloiden dendritischen Zellen 
 






N vs. R N vs. C R vs. C 
n=21 n=21 n=54 p-Wert p-Wert p-Wert 
  
CD 32 







0,016 <0,001 0,029 
CD 64 














Abb. 3-1: Verteilung des Oberflächenmarkers CD32 in den untersuchten Gruppen 






Abb. 3-2: Verteilung des Oberflächenmarkers CD64 in den untersuchten Gruppen 






In der Korrelationsanalyse von Immunglobulinen und ihren Rezeptoren ergab sich für die Kon- 
zentration von IgG2 und die Expression von CD32 auf myeloiden DCs eine negative Korrelation 
(r = -0,312; p = 0,022) bei COPD-Patienten (Abb. 3-13). Eine ähnliche negative Korrelation 
ergab sich zwischen der IgG3-Konzentration im Serum und der CD32-Expression auf mDC (r = 
-0,276, p = 0.044) (Abb. 3-14). Darüber hinaus zeigte sich bei COPD-Patienten auch zwischen 
Gesamt-IgG und CD32 eine Tendenz zur negativen Korrelation (r = -0,241, p = 0,079). Bei Rau- 
chern und Nierauchern hingegen war eine solche Korrelation zwischen Immunglobulin G und 





CD32-Expression auf myeloiden dendritischen Zellen (%) 
 
 
Abb. 3-3: Korrelation der Serum-IgG2-Konzentration mit der Expression von CD32 auf myeloi- 





















CD32-Expression auf myeloiden Dendritischen Zellen (%) 
 
 
Abb. 3-4: Korrelation der Serum-IgG3-Konzentration mit der Expression von CD32 auf myeloi- 






3.2.1 Charakterisierung der Studienpopulation 
 
An der Zellkulturstudie nahmen insgesamt 22 Probanden im Alter von 36 bis 70 Jahren teil. 
Die Gruppen der Nieraucher, Raucher und COPD-Patienten sind in ihrer Alters- und Geschlech- 
terverteilung als vergleichbar bzw. nahezu identisch anzusehen. Lediglich der Altersunter- 
schied zwischen ersteren und letzteren weist bei mittleren Werten von 51 und 59 Jahren eine 
Signifikanz von p = 0,021 auf. Bei der Betrachtung des BMI ergaben sich keine wesentlichen 
Abweichungen. Der Medianwert der Raucher von 27 Packungsjahren erreichte keine statisti- 
sche Signifikanz gegenüber dem der COPD-Patienten (34 Packungsjahre). Unter diesen belief 
sich der aktuelle Raucheranteil auf 37,5%. Angaben zur inhalativen und oralen Dauermedika- 



















Tab. 3-5: Anamnestische und anthropometrische Charakteristika der Zellkulturstudie 
LABA (langwirksames Beta-2-Sympathomimetikum), LAMA (langwirksamer Muskarinantagonist), ICS (in- 
halatives Kortikosteroid), OCS (orales Kortikosteroid), n (Anzahl der Behandelten) 
 





(C) N vs. R N vs. C R vs. C 









[44-71] 0,902 0,021 0,072 
Geschlecht 








[21-43] 0,710 0,336 0,463 
Aktueller Rau- 
















[2-3] n.a. n.a. n.a. 
LABA/LAMA 
(n) 0/0 0/0 7/6 n.a. n.a. n.a. 
ICS/OCS 
(n) 0/0 0/0 3/0 n.a. n.a. n.a. 
 
 
3.2.2 Klinische Chemie und Lungenfunktionsdiagnostik 
 
Obwohl sich der mittlere CRP-Wert der Patientengruppe im Vergleich zu dem der Raucher- 
und Nierauchergruppe um 2,4 mg/l größer zeigte, war der Unterschied in beiden Fällen nicht 
statistisch signifikant. Die Serumkonzentration des Fibrinogen dagegen war in der Gruppe der 
COPD-Patienten jeweils signifikant höher als bei Nierauchern oder Rauchern. Die Konzentra- 
tion des Interleukin-6 war bei den Nierauchern signifikant niedriger als bei den COPD-Erkrank- 
ten, Unterschiede zwischen Rauchern und Nierauchern bzw. COPD-Patienten ergaben sich 
nicht. 
Die Klassifizierung der spirometrischen Schweregrade orientierte sich an den Empfehlungen 
der Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (Tabelle 1-1). Demnach wurde der 
Großteil der Patienten der Schweregradklasse II zugeordnet. Die relativen FEV1-Werte der 
COPD-Patienten, Raucher und Nieraucher lagen im Median bei 56 %, 95 % und 103 %. Die 
Einsekundenkapazität, deren Verhältnis zur funktionellen Vitalkapazität (Tiffeneau-Index) und 
die mittlere Atemstromstärke in der Patientengruppe erwiesen sich im Vergleich zu selbigen 
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Parametern in den Kontrollgruppen als signifikant erniedrigt, das Residualvolumen hingegen 
war erhöht. Bei der Gegenüberstellung der funktionellen Vitalkapazitäten und Diffusionska- 
pazitäten konnten keine signifikanten Unterschiede aufgezeigt werden. 
 
 
Tab. 3-6: Laborchemische und spirometrische Parameter der Zellkulturstudie 
 





(C) N vs. R N vs. C R vs. C 
























































































































































Dargestellt sind im Folgenden die mittleren Fluoreszenzintensitäten (MFI) bzw. die Expression 
der fünf Oberflächenmarker CD80, CD40, CD86, CD83 und HLA-DR, die durchflusszytometrisch 
für die kultivierten Zellen bestimmt worden sind. Signifikante Unterschiede bei Vergleich der 
Stimulationsansätze mit den entsprechenden Kontrollansätzen wurden mit einem Stern ge- 
kennzeichnet. Signifikante Unterschiede zwischen den Probandengruppen wurden durch eine 
Verbindungslinie kenntlich gemacht. Eine horizontale Strichlinie markiert die Expression des 










Abb. 3-5: CD 80 - Expression der mDC in der Zellkultur 
A als Absolutwert 
B im Vergleich zum Kontrollansatz (% Kontrolle) 
 










Abb. 3-6: CD 40 - Expression der mDC in der Zellkultur 
A als Absolutwert 
B im Vergleich zum Kontrollansatz (% Kontrolle) 
 









Abb. 3-7: CD 86 - Expression der mDC in der Zellkultur 
A als Absolutwert 
B im Vergleich zum Kontrollansatz (% Kontrolle) 
 










Abb. 3-8: CD 83 - Expression der mDC in der Zellkultur 
A als Absolutwert 
B im Vergleich zum Kontrollansatz (% Kontrolle) 
 










Abb. 3-9: HLA-DR - Expression der mDC in der Zellkultur 
A als Absolutwert 
B im Vergleich zum Kontrollansatz (% Kontrolle) 
 
MFI (mittlere Fluoreszenzintensität), NR (Nieraucher), R (Raucher), C (COPD-Patienten) 
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3.2.3.1 Zellstimulation mit humanem Immunglobulin G 
 
Stimulationen mit Immunglobulin G führten bei Nierauchern und COPD-Patienten zu einem 
signifikanten Anstieg der Expression von CD80, CD40 und CD86. Dieser Anstieg war bei der 
Rauchergruppe nicht zu verzeichnen. (Abb. 3-5, Abb. 3-6, Abb. 3-7) 
Bezüglich des Reifemarkers CD83 ergab sich ein ähnlicher Trend für Nieraucher und COPD- 
Patienten. Dieser war jedoch nicht signifikant. (Abb. 3-8) 
Die Expression von HLA-DR wurde durch die IgG-Stimulation in keiner der drei Probanden- 
gruppen signifikant beeinflusst. (Abb. 3-9) 
 
 
3.2.3.2 Zellstimulation mit humanem Immunglobulin G unter Blockade von CD32 und 
CD64 
 
Zur weiteren Charakterisierung des Einflusses der IgG-Rezeptoren CD32 und CD64 wurden 
diese Rezeptoren während der IgG-Stimulation durch spezifische, murine Antikörper geblockt. 
Als Kontrolle wurde in einem weiteren Ansatz ein unspezifischer muriner Kontroll-Antikörper 
hinzugefügt. Im Vergleich zu den Kulturen mit Kontroll-Antikörpern zeigte sich in den Kulturen 
mit Anti-CD32-Antikörpern und Anti-CD64-Antikörpern kein signifikanter Unterschied in der 
Expression von CD40, CD80, CD83, CD86 und HLA-DR in den drei Probandengruppen. (Abb. 3- 





Dies ist die erste Studie, die sich mit der Regulation der Immunglobulin-Rezeptoren auf DC 
von Patienten mit COPD beschäftigt. Es wurden sowohl die Blut-Immunglobulin-Konzentrati- 
onen als auch die Expressionen der Immunglobulin-Rezeptoren auf myeloiden dendritischen 
Zellen des Blutes von Patienten mit COPD untersucht. Zudem wurden in Zellkulturen DC mit 
Immunglobulinen stimuliert und hinsichtlich resultierender Veränderungen der Expression 
bestimmter Oberflächenmarker analysiert. Wir konnten zeigen, dass bei Rauchern und COPD- 
Patienten erniedrigte Blut-Konzentrationen des Gesamt-IgG und von IgG1 vorliegen. Die Ex- 
pression der entsprechenden Immunglobulin-Rezeptoren CD32 und CD64 auf dendritischen 
Zellen war bei Rauchern und COPD-Patienten erhöht. Es konnte ein COPD-spezifischer Anstieg 
der CD32-Expression ermittelt werden. Nichtsdestotrotz wurden hinsichtlich der Stimulierbar- 
keit der Expression von bestimmten DC-Oberflächenmarkern durch Immunglobuline keine 
Unterschiede zwischen den Probandengruppen festgestellt. 
 
 
4.1 Validität der untersuchten Probandengruppen 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden in zwei separaten Studien jeweils drei Gruppen von Teil- 
nehmern verglichen. Die Gruppen setzten sich aus lungengesunden Nierauchern, Rauchern 
ohne nachweisbare Atemwegs- oder Lungenerkrankungen und Patienten mit einer manifes- 
ten COPD zusammen. Die Nieraucher- und Rauchergruppen fungierten als Kontrollgruppen, 
deren Probanden nur bei fehlender Diagnose jedweder Lungenerkrankungen rekrutiert wur- 
den. Die Experimentalgruppe bestand aus Patienten mit COPD der spirometrischen Schwere- 
grade GOLD II bis IV. Um eine mögliche Einflussnahme auf das Immunsystem auszuschließen, 
wurde in beiden Studien darauf geachtet, dass keiner der Studienteilnehmer an einer malig- 
nen Erkrankung, Autoimmunerkrankung oder aktiven Infektionserkrankung litt. Aus selbigem 
Grund führte die Einnahme systemischer, immunmodulatorischer Medikamente innerhalb 
der letzten vier Wochen zum Ausschluss von der Studie. Dennoch konnten Unterschiede zwi- 
schen Experimental- und Kontrollgruppen hinsichtlich ihrer Dauermedikation und Begleiter- 
krankungen nicht vermieden werden, sodass daraus resultierende Effekte auf laborchemische 
Parameter und Markerexpressionen nicht vollständig ausgeschlossen werden konnten. 
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Um die Vergleichbarkeit der Probandengruppen innerhalb der klinischen Studie und der Zell- 
kulturstudie gewährleisten zu können, wurden Teilnehmer rekrutiert, die in Bezug auf das Ge- 
schlechterverhältnis und das Alter weitgehend übereinstimmten. Lediglich das Alter zwischen 
Nierauchern und COPD-Patienten der Zellkulturstudie zeigte bei Medianwerten von 51 und 59 
Jahren einen signifikanten Unterschied. Kürzlich publizierten Daten von Garbe et al. zufolge, 
hatten weder das Alter, das Geschlecht noch der BMI einen Einfluss auf die Zahl der mDC und 
ihrer Oberflächenmarker CD32, CD64, CD40 und CD86 [124]. Daher ist ein Einfluss des Alters- 
unterschiedes auf die Ergebnisse als unwahrscheinlich anzusehen. 
Bezüglich der Packungsjahre (pack years) der Raucher und COPD-Patienten fand sich kein Un- 
terschied. 
Auch wenn davon auszugehen ist, dass durch die vorliegenden Gruppen eine exakte Trennung 
zwischen Gesunden und Erkrankten möglich war, ist für zukünftige Untersuchungen eine noch 
genauere Differenzierung der COPD-Gruppe wünschenswert. So würde nicht nur eine COPD- 
Stadien-orientierte Unterteilung sinnvoll erscheinen. Auch der Vergleich von COPD-Patienten, 
die noch aktiv rauchen mit denen, die bereits seit Jahren nicht mehr rauchen, wäre interes- 
sant. Ebenso wäre es denkbar, eine Stratifizierung hinsichtlich der verwendeten inhalativen 
Medikation vorzunehmen. Jede dieser genannten Maßnahmen zur genaueren Charakterisie- 
rung der untersuchten Population würde jedoch erheblich höhere Fallzahlen und materiellen 
sowie methodischen Aufwand erfordern, der im Rahmen dieser Studie nicht vorgesehen war. 






Magnetische Zellseparation (MACS) 
 
Die von S. Miltenyi et al. entwickelte, magnetische Zellseparation ist eine hochmoderne und 
gut etablierte Methode zur Isolation und Analyse rarer und fragiler Zellen [125]. In Abhängig- 
keit des fokussierten Zelltyps erzielt sie Reinheiten von bis zu 99 % [126]. In der hier vorliegen- 
den Studie wurden Reinheiten von 80-99 % erreicht. Daher kann ein Einfluss anderer Zellen 
auf die mDC nicht ausgeschlossen werden. Andererseits hat diese Methode den Vorteil, dass 
nicht nur CD1c (BDCA-1)- und CD141 (BDCA-3)-positive mDC, sondern alle mDC-Populationen 
aus peripheren, mononukleären Zellen (PBMC) angereichert werden können [127]. Miltenyi 
et al. zufolge hat die MACS keinen Einfluss auf die Lebensfähigkeit und Proliferationsrate der 
untersuchten Zellpopulation [126, 128]. Schon aufgrund des gewählten Verfahrens der Nega- 
tivselektion ist der Kontakt der mDC zu den MicroBeads und eine daraus resultierende Beein- 
flussung der Zellen als unwahrscheinlich zu betrachten. Selbst im Falle eines solchen systema- 
tischen Fehlers wäre anzuführen, dass alle untersuchten Zellen den gleichen Prozess durchlie- 




Die Reduktion der komplexen in-vivo-Situation im Rahmen der Zellkultivierung soll die Analyse 
zellulärer Prozesse vereinfachen. Da sich die Zellkultur in Abhängigkeit der gewählten Kultur- 
bedingungen adaptiv verändert, ergibt sich indes das Ziel, diese bestmöglich an die Situation 
im Organismus anzugleichen. Demzufolge können fehlerhafte Inkubationsbedingungen wie 
zum Beispiel der Einsatz ungeeigneter Zellkulturmedien sowie die Kontamination durch un- 
steriles Arbeiten das Zellwachstum negativ beeinflussen. 
Im Fall der vorliegenden Arbeit wurde ein flüssiges Nährmedium gewählt, welches für die Ar- 
beit mit dendritischen Zellen etabliert ist. Die Zugabe einer gängigen Antibiotikakombination 
aus Penicillin und Streptomycin sollte das Wachstum unerwünschter Mikroorganismen ver- 
hindern. Um die reale Umgebung der Zellen bestmöglich nachzubilden, wurde das Medium 
mit Patientenserum angereichert. Darin enthaltene Lipide, Zucker, Vitamine, Spurenelemente 
und Mineralien fungierten als Nährstoffquellen. Natürliche Adhäsionsfaktoren wie Fib- 
ronektin unterstützen die Anheftung der Zellen an das Kulturgefäß. 
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Dennoch bleibt die in-vitro-Kultivierung ein künstliches System mit artifiziellen Bedingungen 
und einer erheblichen Simplifizierung der Zustände, die im Organismus herrschen. Komple- 
xere Interaktionen wie organspezifische Zell-Zell-Interaktionen oder Costimulationen sind 
durch diese Methode oft nicht adäquat abzubilden. Daher muss die Gültigkeit der erhaltenen 
Versuchsergebnisse oftmals in in-vivo-Studien verifiziert werden. 
Um unspezifische Antikörpereffekte in den Ansätzen mit Anti-CD32/CD64-Antikörpern aus- 




Für die Messung der Oberflächenmarker CD32, CD64, CD80, CD40, CD86, CD83 und HLA-DR 
auf myeloiden, dendritischen Zellen stellte die Fluoreszenz-Durchflusszytometrie die Me- 
thode der Wahl dar. Seit langem wird sie erfolgreich in der Forschung eingesetzt und fand 
aufgrund ihrer Eigenschaft, große Zellpopulationen in relativ kurzer Zeit zu charakterisieren, 
rasch Eingang in die diagnostische Routine. In der pneumologischen Abteilung der Universität 
Rostock wurde das Verfahren bereits standardmäßig in einer Reihe von Experimenten zu hu- 
manen dendritischen Zellen des peripheren Blutes und der bronchoalveolären Lavage einge- 
setzt. [112, 124, 126, 129–131] 
Um unspezifische Antikörpereffekte und die Autofluoreszenz der Zellen ausschließen zu kön- 
nen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Ansatz mit einem Isotypkontroll-Antikörper mitge- 
führt. 
 
4.3 Immunglobulin G im Serum bei der COPD 
 
Konzentrationen der Serumimmunglobuline werden im klinischen Alltag routinemäßig be- 
stimmt, da sie wesentliche Informationen über den humoralen Immunstatus liefern. Für ge- 
wöhnlich werden niedrige Spiegel mit Immundefizienzen und Erhöhungen mit Lebererkran- 
kungen, Infektionen, Malignomen und hämatologischen Erkrankungen in Verbindung ge- 
bracht [132]. Darüber hinaus konnten diverse Studien zeigen, dass auch chronisch-entzündli- 
che Erkrankungen wie zum Beispiel die rheumatoide Arthritis (RA) [113], die Sarkoidose [133], 
der systemische Lupus erythematodes (SLE) [114], das Sjögren-Syndrom (SS) [134] und die 
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chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (CED) [115] mit einer Veränderung der Serum- 
Immunglobulin-Konzentration einhergehen. 
Über Immunglobulin-Konzentrationen im Serum liegen für die COPD, welche ebenfalls zu den 
chronisch-entzündlichen Erkrankungen zählt, bis dato nur wenige Informationen vor. Im klini- 
schen Teil dieser Studie ergaben sich für Raucher und COPD-Patienten im Vergleich zu Nierau- 
chern signifikant niedrigere Konzentrationen des Gesamt-IgG und des IgG1. 
Mit Ausnahme der CED werden die oben erwähnten chronisch-entzündlichen Erkrankungen 
im Allgemeinen mit erhöhten Immunglobulin-Konzentrationen assoziiert. Bei den CED wurden 
in unterschiedlichen Publikationen sowohl Anstiege als auch Abfälle der Immunglobuline er- 
mittelt. [115, 135] 
Es stellt sich die Frage, warum es im Rahmen der COPD nicht - wie für andere chronisch-ent- 
zündliche Erkrankungen typisch - zu einem Anstieg der Immunglobuline kommt. 
Ein möglicher ätiologischer Unterschied zwischen der COPD und den mit einem Immunglobu- 
linanstieg assoziierten Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis (SLE, SS, RA) stellt 
die Bedeutung der autoimmunen Komponente dar. Während die Autoinflammation bei die- 
sen Erkrankungen als Ursache weitestgehend akzeptiert wird, ist die Bedeutung von Autoim- 
munität in der Krankheitsentstehung der COPD sehr umstritten [136, 137]. Die erhöhte Pro- 
duktion von Auto-Antikörpern bei rheumatologischen Erkrankungen wäre als Ursache für den 
Anstieg der Immunglobulin-Konzentrationen im Serum anzuführen [132, 138, 139]. Dahinge- 
gen spielt die Produktion derartiger Antikörper bei der COPD nach heutigem Kenntnisstand 
keine maßgebliche Rolle. Das Fehlen dieses Aspekts könnte eine Erklärung für den ausbleiben- 
den Immunglobulinanstieg im Rahmen der COPD sein. 
Studien zur Sarkoidose vermuten, dass eine erhöhte Zahl aktivierter T-Lymphozyten in der 
Lunge von Erkrankten die Ursache für die erhöhten Immunglobulinspiegel ist [140]. Für die 
COPD hingegen finden sich keine Daten, die eine lokale, lymphozytenvermittelte Immunglo- 
bulinproduktion belegen. 
Ein Mechanismus, der den Immunglobulinabfall bei COPD-Patienten erklären könnte, wäre 
die Verschiebung der Immunglobuline zwischen den Kompartimenten Lunge und Blut. Es ist 
denkbar, dass es in den Atemwegen (Kompartiment Lunge) zu einer Akkumulation der Anti- 
körper kommt, die durch die gesteigerte Exsudation im Rahmen der chronischen Entzündung 
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hervorgerufen wird. Gestützt wird diese Vermutung durch den Nachweis von IgG-Ablagerun- 
gen in den Lungenexplantaten von Patienten mit schwerer COPD (Abb. 4-1) [141]. Zudem 
konnte gezeigt werden, dass es im Rahmen chronisch-entzündlicher Lungenerkrankungen zu 
einem gesteigerten Transport von schützenden Antikörpern in die Alveolen der Lungen von 




Abb. 4-1: Immunhistochemie – Akkumulation von IgG in den Alveolarsepten und kleinen 
Atemwegen von COPD-Patienten 
 
Die linksseitigen Abbildungen zeigen die IgG-Ablagerungen in explantierten Lungenabschnitten von COPD- 
Patienten. (dunkelrote/-braune Färbung) Die rechtsseitigen Abbildungen stellen eine normale Kontrolle 




Die Erkenntnis, dass sowohl bei Rauchern als auch bei COPD-Patienten erniedrigte Immunglo- 
bulinkonzentrationen vorliegen, weist auf einen möglichen Einfluss des Zigarettenrauchens 
auf die Immunglobulin-Konzentrationen hin. Das Zigarettenrauchen wurde bei 42 Probanden 
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der COPD-Gruppe bereits vor dem Einschluss in die Studie eingestellt. Die gesamte Raucher- 
gruppe (n=21) und zwölf COPD-Erkrankte waren zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses noch 
aktive Raucher. Alle COPD-Patienten und Raucher wiesen ein Minimum von fünf Packungsjah- 
ren auf. Der Vergleich der Serumkonzentrationen von Gesamt-IgG und IgG1 zwischen den 
COPD-Patienten, die noch aktiv rauchten (n=12) und den COPD-Patienten, die das Rauchen 
aufgegeben hatten (n=42), ergab keine signifikanten Unterschiede. Würden die erniedrigten 
Serumspiegel nur bei den aktiv rauchenden Patienten und nicht bei den ehemaligen Rauchern 
zu beobachten gewesen sein, wäre dies ein Hinweis dafür gewesen, dass die Erniedrigung der 
Immunglobulinspiegel eher mit dem aktiven Rauchen assoziiert und nicht COPD-spezifisch ist. 
Da die IgG-Senkung in diesem Fall zusätzlich auch auf die Ex-Raucher zutrifft, kann man die 
Senkung zum einen auf einen ehemalig stattgefundenen Tabakkonsum zurückführen. Zum an- 
deren wäre die COPD in diesem Fall als alleiniger, beziehungsweise zusätzlicher Auslöser denk- 
bar. Um diese Frage abschließend zu klären, wäre eine Studie zu Immunglobulinen bei COPD- 
Patienten ohne Raucheranamnese notwendig. Ergebnisse von Gonzalez-Quintela et al. stüt- 
zen die hier erhobenen Daten, da auch sie bei Rauchern geringere Serum-IgG-Konzentrationen 
als bei Nichtrauchern ermittelten [143]. 
 
Eine weitere Gemeinsamkeit zwischen Rauchern und COPD-Patienten stellt die systemische 
Inflammation dar, welche Krüger et al. zufolge bei Rauchern zu einem frühen Zeitpunkt beo- 
bachtet werden [144] und ebenfalls als Ursache des verringerten Serumspiegels diskutiert 
werden kann. [145] 
 
Hinsichtlich der Überlegungen zu den Ursachen des Immunglobulinabfalls stellt sich die Frage 
nach Charakteristika, die der COPD- und Raucher-Gruppe gemein sind, potenziellen Einfluss 
auf Immunglobulin-Konzentrationen haben könnten und gleichzeitig nicht auf die Nieraucher- 
gruppe zutreffen. Da diese Kriterien auf die Parameter Alter, Geschlecht, BMI und Lungen- 
funktionswerte nicht zutreffen, werden diese nicht als Auslöser des Immunglobulinabfalls an- 
genommen. 
 
O'Keeffe et al. haben in einer Untersuchung von 58 COPD-Erkrankten ebenfalls erniedrigte 
Werte für Gesamt-IgG und IgG1 feststellen können und spekulierten, dass die Konzentrations- 
abfälle am Voranschreiten bzw. an der Verschlechterung der COPD beteiligt sein könnten 
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[146]. Auch eine erhöhte Anfälligkeit für Infekte kann als mögliche Folge der verringerten Se- 
rumwerte diskutiert werden. Die Studie von McCullagh et al. postulierte, dass der Antikörper- 
mangel potenzieller Risikofaktor für eine höhere Frequenz an COPD-Exazerbationen sein 
könnte [147]. 
 
Eine andere Publikation fand im Serum von COPD-Patienten hingegen normale oder höhere 
Immunglobulinkonzentrationen [148]. Abschließend bleibt festzustellen, dass die Entstehung 
der veränderten Konzentrationen der Immunglobuline bei der COPD nicht vollständig verstan- 
den ist und weiterer Untersuchungen bedarf. 
 
4.4 Immunglobulin-Rezeptoren bei der COPD 
 
4.4.1 Mögliche Bedeutung von CD32 als IgG-Rezeptor bei der COPD 
 
Im Rahmen der durchflusszytometrischen Untersuchung myeloider dendritischer Zellen fiel 
ein für COPD-Patienten spezifischer Anstieg von CD32 auf, welcher als Rezeptor des Immun- 
globulin G fungiert. Die Fcγ-Rezeptoren spielen bei der Initiierung und Regulation vieler immu- 
nologischer und entzündlicher Prozesse eine wichtige Rolle. Genetische Varianten wurden mit 
zahlreichen Autoimmun- und Infektionskrankheiten assoziiert [149]. Genomweite Assoziati- 
onsstudien sowie die Analyse einzelner Fc-Rezeptor-Polymorphismen zeigen eine Assoziation 
mit Erkrankungen wie den chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen, der rheumatoiden 
Arthritis, den Vaskulitiden und dem systemischem Lupus erythematodes [149–152]. So stellte 
sich zum Beispiel heraus, dass die Interaktion zwischen IgG-Immunkomplexen und Fcγ-Rezep- 
toren einen wesentlichen Beitrag zur Entwicklung der chronischen Entzündung im Rahmen 
des systemischen Lupus erythematodes leistet [153]. Eine erhöhte Expression diverser Fcγ- 
Rezeptoren konnte darüber hinaus auf neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, Monozyten 
und PBMC bei Karzinompatienten, HIV-Infizierten und Patienten mit rheumatoider Arthritis 
oder metabolischem Syndrom festgestellt werden [154–157]. 
 
Die Korrelation zwischen einem Liganden und seinem Rezeptor kann prinzipiell positiv oder 
negativ sein. Eine positive Korrelation findet sich zum Beispiel zwischen den Konzentrationen 
von IgE und IgE-Rezeptoren beim Asthma bronchiale. Diese Ligand-Rezeptor-Interaktion kann 
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schwere inflammatorische Prozesse auslösen, die sich in lebensbedrohlichen allergischen Re- 
aktionen manifestieren. Neben weiteren Studien wiesen Ergebnisse der eigenen Arbeits- 
gruppe (Stoll et al.) auf plasmazytoiden dendritischen Zellen von COPD- und Asthma-Patienten 
erhöhte Konzentrationen des Fcε-Rezeptor I nach. Ein Anstieg des IgE im Serum ging in diesem 
Fall mit einem Anstieg der Expression des Fcε-Rezeptor I einher. [158] 
In Anbetracht der Erkenntnis über erniedrigte IgG-Konzentrationen und erhöhte CD32-Expres- 
sionen auf mDC kann über eine negative Korrelation zwischen IgG und den Immunglobulin- 
Rezeptoren bei COPD-Patienten spekuliert werden. 
Diese Vermutung konnte durch eine Analyse, in der sich ein statistisch signifikanter Zusam- 
menhang (p=0,022) zwischen den Konzentrationen der Immunglobuline (IgG2, IgG3) und CD32 
ergab, bestärkt werden. Ebenso zeigte sich eine Tendenz zur negativen Korrelation zwischen 
CD32 und Gesamt-IgG (p=0,079). Ähnliche Tendenzen in der Korrelation zwischen Immunglo- 
bulin G und Immunglobulin-Rezeptoren waren bei Rauchern und Nierauchern nicht festzustel- 
len. 
Eine mögliche Erklärung für die Hochregulation des Immunglobulin-Rezeptors CD32 bei der 
COPD wäre demzufolge die kompensatorische Gegenregulation der Zellen als Antwort auf die 
Senkung des IgG im Serum. Möglicherweise kann die Abnahme des verfügbaren IgG durch 
eine Erhöhung der Rezeptordichte kompensiert werden. So zeigte sich im Rahmen chronisch- 
entzündlicher, neurodegenerativer Prozesse eine erhöhte Expression von aktivierenden Fcγ- 
Rezeptoren auf Mikrogliazellen [159]. 
 
4.4.2 Mögliche Bedeutung von CD32 für die Regulation von bestimmten Oberflächenmar- 
kern bei der COPD 
 
In diversen Studien konnte gezeigt werden, dass die CD32-Expression die funktionellen Kapa- 
zitäten unterschiedlichster Zellen beeinflussen kann. Beispielsweise werden Annahmen über 
Auswirkungen auf die Phagozytoseaktivität unter anderem durch Beobachtungen von Fanger 
et. al bestärkt, denen zufolge dendritische Zellen CD32-vermittelt partikuläre Substanzen auf- 
nehmen [90]. Eine veränderte Zytokinausschüttung kann aufgrund von Publikationen vermu- 
tet werden, die über die Kontrolle der gewebe- und pathogenspezifischen Zytokinproduktion 
durch Fcγ-Rezeptoren berichten [160]. Kim et al. fanden heraus, dass sowohl das Fortleben als 
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auch die Apoptose eosinophiler Granulozyten durch die Ligandenbindung an CD32 bestimmt 
werden kann [161]. 
Demzufolge könnte es durch die verstärkte CD32-Expression bei myeloiden dendritischen Zel- 
len von COPD-Patienten zur Beeinflussung der Phagozytoseaktivität, der Zytokinausschüttung, 
der Lebensdauer der Zellen und der Oberflächenmarkerexpression kommen (Abbildung 4-1). 






Abb. 4-2: Regulatorische Funktionen des Immunglobulin-Rezeptors 
 
 
In einer Studie mit von Monozyten-abgeleiteten, dendritischen Zellen (moDC) konnte bereits 
gezeigt werden, dass die Quervernetzung von CD32 auf moDC und die Bindung von humanem 
IgG an CD32 die Reifung der dendritischen Zelle induzieren kann [162, 163]. Während dieses 
Reifungsprozesses steigt die Expression von MHCII-Molekülen (HLA-DR), costimulatorischen 
Molekülen wie CD40, CD80 und CD86 sowie von Antigenen mit unbekannter Funktion wie 
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CD83 [164, 165]. Jeder der fünf genannten Oberflächenantigene gilt als Reifemarker der dend- 
ritischen Zellen [165]. 
In unseren zellkulturellen Studien konnten wir keinen Einfluss einer IgG-Stimulation von CD32 
auf die Expression von Oberflächenmarkern bei mDC von Patienten mit COPD nachweisen. 
Angesichts der kleinen Gruppengrößen von sieben bis acht Teilnehmern kann jedoch ncht aus- 
geschlossen werden, dass geringe Effekte hier nicht detektiert wurden. 
 
4.4.3 Mögliche Bedeutung von CD32 als CRP-Rezeptor bei der COPD 
 
Das CRP ist einer der etabliertesten serologischen Marker für das Vorliegen einer systemi- 
schen Inflammation, im Speziellen auch bei der COPD [166]. CD 32 (Fcγ-Rezeptor II) gilt als 
Hauptrezeptor für das CRP auf Leukozyten. Man konnte nachweisen, dass das CRP die Ober- 
flächenexpression des Fcγ-Rezeptors signifikant steigerte [121]. Dreschler et al. bestätigen den 
gleichsinnigen Anstieg von CRP und Immunglobulin-Rezeptoren in Patienten mit Pneumonie 
[167]. 
In unserer Studie zeigte sich nicht nur das CRP, sondern auch IL-6 im Serum von COPD-Patien- 
ten erhöht. Es ist denkbar, dass auch andere proinflammatorische Marker wie IL-6, IL-12 oder 
TNF-alpha eine ähnliche Wirkung wie das CRP auf die Rezeptorexpression haben [168]. De- 
varaj et al. und ihre Arbeit mit humanen Endothelzellen der Aorta deuten darauf hin, dass die 
biologischen Effekte des CRP über dessen Bindung und Internalisation durch CD32 vermittelt 
werden könnten [169–171]. Es konnte zum Beispiel nachgewiesen werden, dass das CRP via 
CD32 bei Monozyten zur Apoptose [120] und bei Endothelzellen zur Produktion proinflam- 
matorischer Zytokine und inflammatorischer Mediatoren führen kann [121]. So ist das CRP 
nicht nur Marker, sondern selbst wichtiger Regulator inflammatorischer Prozesse und fungiert 
als Mediator bei Komplementaktivierung, Apoptose, Phagozytose, NO-Freisetzung und Zyto- 
kinausschüttung. 
In Anbetracht dieser Informationen ist es denkbar, dass Entzündungsmarker wie das CRP eine 
Hochregulation der CD32-Expression auf myeloiden dendritischen Zellen von COPD-Patienten 
induzieren und über CD32-vermittelte Effekte als Motor der chronischen, systemischen In- 
flammation bei der COPD agieren. Eine Konkurrenz des CRP und IgG um die Bindungsstelle am 
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Rezeptor könnte die Immunglobulin-vermittelte Antigenabwehr schwächen und als Ursache 





Die Interaktion des Immunglobulin G und CRP mit dem Immunglobulin-Rezeptor CD 32 auf 
mDC von Patienten mit einer COPD führt zu funktionellen Veränderungen der mDC und hat 
somit Einfluss auf die Pathogenese der COPD. Im Vordergrund scheint hier nicht eine verän- 
derte Reifung der mDC zu stehen, sondern möglicherweise eine veränderte Antigenaufnahme 










Die COPD zählt zu den führenden Volkserkrankungen und ist die dritthäufigste Todesursache 
weltweit. 
Die Bedeutung von Immunglobulinen und deren Rezeptoren im Rahmen chronisch-entzündli- 
cher Erkrankungen wurde in zahlreichen Studien untersucht. Für die COPD existieren diesbe- 
züglich kaum Daten. In dieser Studie fanden sich sowohl bei Rauchern als auch bei COPD-Pa- 
tienten erniedrigte Blut-Konzentrationen des Gesamt-IgG und IgG1. 
Dendritische Zellen spielen eine pathogenetische Rolle bei der COPD. Die Bedeutung der IgG- 
Rezeptoren auf mDC von Patienten mit COPD ist jedoch unbekannt. Die Oberflächenexpres- 
sion von CD32 und CD64, Rezeptoren des Immunglobulin G, zeigte sich bei der Untersuchung 
dendritischer Zellen von Rauchern und COPD-Patienten erhöht. Ein COPD-spezifischer Anstieg 
der CD32-Expression konnte ermittelt werden. Für CD32 zeigte sich bei COPD-Patienten eine 
negative Korrelation mit IgG2 und IgG3 sowie eine Tendenz zur negativen Korrelation mit dem 
Gesamt-IgG. 
Im experimentellen Abschnitt dieser Studie wurde erstmalig die Expression von Reifemarkern 
auf mDC unter Immunglobulinstimulation untersucht. Es konnten bezüglich der Stimulierbar- 
keit der Expression von mDC-Reifemarkern, wie z.B. CD83, durch Immunglobuline keine Un- 
terschiede zwischen Nierauchern, Rauchern und COPD-Patienten festgestellt werden. 
Wir haben die Hypothese aufgestellt, dass eine erhöhte Expression des IgG-Rezeptors CD32 
auf mDC über die Interaktion mit seinen Liganden IgG und CRP eine pathogenetische Rolle bei 
der COPD spielen könnte, die sich nicht durch die veränderte Expression von bestimmten 
mDC-Reifemarkern, sondern durch anderweitig veränderte funktionelle Kapazitäten der mDC, 
wie z.B. die Zytokinausschüttung, äußert. Weitere funktionelle Studien zu Immunglobulinen 
und ihren Rezeptoren auf myeloiden dendritischen Zellen bei der COPD sind daher notwendig, 
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1. Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) zählt zu den führenden, globalen 
Volkserkrankungen. Sie manifestiert sich in einer chronischen Entzündung der kleinen 
Atemwege. 
 
2. Dendritische Zellen (DC) übernehmen als antigenpräsentierende Zellen eine Haupt- 
funktion bei der Regulation der erworbenen Immunantwort. Es gibt zunehmende Hin- 
weise dafür, dass dendritische Zellen an der Pathogenese chronisch-entzündlicher 
Atemwegserkrankungen beteiligt sind. 
 
3. Die Immunglobulin-Rezeptoren CD32 und CD64 spielen eine besondere Rolle in chro- 
nisch-entzündlichen Erkrankungen, da sie sowohl als Rezeptoren für IgG als auch CRP 
fungieren. 
 
4. Die vorliegende Studie beschäftigt sich mit der Regulation der Immunglobulin-Rezep- 
toren auf DC von Patienten mit COPD. Im Blut von COPD-Patienten, Rauchern und 
Nierauchern wurden sowohl die Immunglobulin-Konzentrationen als auch die Expres- 
sionen der Immunglobulin-Rezeptoren auf myeloiden dendritischen Zellen durch- 
flusszytometrisch untersucht. Zudem wurden in Zellkulturen DC mit Immunglobulinen 
stimuliert und hinsichtlich resultierender Veränderungen ihrer Reifemarker-Expressi- 
onen analysiert. 
 
5. Die Gesamt-IgG- und IgG1-Konzentrationen im Serum von Rauchern und COPD-Pati- 
enten zeigten sich im Vergleich zu denen der Nieraucher erniedrigt. 
 
6. Die Expression des Immunglobulin-Rezeptors CD32 auf myeloiden dendritischen Zellen 
von COPD-Erkrankten war im Vergleich zu den Kontrollgruppen der Nieraucher und 
Raucher signifikant erhöht. 
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7. Für die Konzentrationen von IgG2 und IgG3 ergab sich jeweils eine negative Korrelation 
mit der Expression von CD32 bei COPD-Patienten. Je niedriger die IgG2- bzw. IgG3- 
Konzentrationen waren, desto ausgeprägter zeigte sich die Expression von CD32. 
 
8. Bezüglich der Stimulierbarkeit der Expression von DC-Reifemarkern durch Immunglo- 
buline konnten keine Unterschiede zwischen den Probandengruppen festgestellt wer- 
den. 
 
9. Es wird postuliert, dass eine veränderte Expression des Rezeptors CD32 auf DC sowie 
dessen Interaktion mit seinen Liganden IgG und CRP eine pathogenetische Rolle bei 
der COPD spielen. So könnte es durch die Überexpression von CD32 zu einer proin- 
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